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(57) Abstract 



A recondnnant admyvtros in whtdi iheesqHtssioD of a nudeic add sequence coding for at least one homologous <Mr heterologous gene 
of vifid origin is placed under the control of an tndudUe promoter, is disclosed. The use of such recombinant adenoviruses for preparing 
AAVs, and a complementaiy cell line and pr ep a ra ti on method dterefor, aie also disdosed. Fu r t h erm o re, pharmaceutical oonqxsidans 
containing such an adenoviras are disdosed. 
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La prfseate inveotioD couccmc ud adenovirus recombinant dans lequd I'expression d'une sequence Qucl6ique codant pour au moins 
un^oe d'oigine viiale, homrfogDe ou bd^ogue, est p!ac6e sous contrdle d*un pitHnotmr inductible. Elle se rappoite &i outre k 
TutDisation dc ces adteovinis lecombiiiants pour pr6pai a des AAV, k une Iign6e cellulaiie compldmentaire et un p[oo6d6 de pr^paxaticB] 
COTespondams. EUe vise ^letncnr des conqNMitioiis phaimaceutiques contenant un ad^ioviitis sdon rinvention. 
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ADENOVIRUS RECOMBINANTS. LEUR UTIUSATION POUR PREPARER 
PES AAV. LIGNEE CELLULAIRE COMPLEMENTAIRE ET COMPOSITIONS 
PHARMACEUnOUES L ES CONTENANT 

La presente inventim ccaic»ie de nouveaux vecteurs viraux, leur preparation 
5 et leurs utilisations. EUe concetne egalemeat les compositicms {diannaoeutiques 
conienant lesdits vecteurs viraux. 

La therapie genique consiste a oorriger una defidence ou una anomalie 
(mutation, expression aberrante, ^c) par introduction rfune infcxmation genetiqua 
dans la cellule ou Torgane aff ecte. Cette information genetique peut etre introduite soit 

10 in vitro dans une cellule extraite de Foigane, la cellule modifiee etant alors reintroduite 
dans Torganisme, soit directement in vivo dans le tissu appxqprie. Dans ce second cas. 
differentes techniques existent, panni lesquelles des techniques div^ses de transfection 
impliquant des complexes tf ADN et de DEAE-dextran (Pagano et al., J.Virol. 1 
(1967) 891), rfADN et de proteines nucleaires (Kaneda et al.. Science 243 (1989) 

15 375). dADN et de Upides (Feigner et al.. PNAS 84 (1987) 7413). Temploi de 
liposomes (Fraley et al., XBioLCfaem. 255 (1980) 10431), etc, 

Pius recemment, renq)loi de virus comma vecteurs pour le transfM da genes 
est apparu comme une alternative prometteuse a ces techniques physiques de 
transfection. A cet ^ard, differents virus ont ete testes pour leur capacite a infecter 
20 certaines peculations cdhilaires. En particulier, les retrovirus (RSV, HMS, MMS, 
etc), le virus HSV, les virus ac^no-associes, et les adenovirus. 

En ca qui conceme plus particulierement les adenovirus^ il s*agit da virus a 
ADN double brin lin^aire d'une taille de 36 kb environ. Leur genome compiend 
notamment une sequence inversee (TFR) k chaque extremity, une sequence 
25 d*encap5idation, des genes precoces at des genes tardifs (Cf figure 1). Les principaux 
genes precoces sont conlenus dans les regions El, E2, E3 et E4. Parmi ceux-ci, les 
genes contenus dans la r^on El QEla et Elb notamment) sont necessaiies a la 
replication virale. Les r^ons E4 et L5 par exemple sont impliquees dans la 
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pcopagja&tm viiBle et les princq>aux g^es tanfifis sont oontenus dans les legions LI g 
L5. Le genome de radenovinis Ad5 a ete entierement sequence et est acoessiUe sur 
base de donnees (voir notammeit Genebank M73260). De meme des parties, voire la 
totalite du genome tf adenovirus de serotypes differents (Ad2, Ad7, Adl2, etc) ont 
5 egalanent ete sequencees. Ces vecteurs viraux presratent avantageusement un spectre 
d'hote assez large, sont capables rfinfecter des cellules quiescenles. ne tfintegrent pas 
au genome de la cellule infectee, et n'ont pas associes a ce jour a des pathologies 
importantes chez lliomma CcMnpte tenu de leurs proprietes. ils ont deja ete utilises 
pour le transfert de genes in vivo. A cet effet, differents vecteurs d&ives des 
10 adenovirus ont ete prepares, incorporant differents genes (B-gal. OTC, a-lAT, 
cytokines, etc). 

Bien entendu, I'ensemble de ces vecteurs viraux oomportoit de nomhreux 
genes viraux dont FexpressicHi n'est en revanche pas souhaitable en tii6raine gpnique. D 
est imperatif de controler in vivo la ncm ^qpression de gpnes viraux sauvages et/ou de 

15 proteines qui en derivent et qui sont susceptibles d'induire une reponse immunitaire 
etfoa inflammatoire tnd6^ble voire totalement nef aste a regard de Forganisme traits. 

A ces fins, les constructions de vecteurs viraux actuellement proposees sont 
modifiees de manite i rendre lesdits vecteurs incapables de se repliquer de fa^on 
autonome dans la celhile cible lis sont dits def ectife. Generalement, le g&nome des 

20 virus d^ectifs est dcmc dqpourvu au moins des sequences necessaires a la replication 
dudit virus dans la cellule infed^e. Ces rggions peuvent etre soit elimmees (en tout ou 
en partie), soit tendues ncm-foncdonndles, soit substitu^ par d'autres sequences et 
notammait par une sequence codant pour une molecule d*intergt Aerapeutique. 
Pin^etmtiellement, le virus d^ectif conserve neanmoins les sequences de scm g»iome 

25 qui sont necessaires a Tencapsidation des particules virales. 

Dans le cas particulier des adenox-^'rus recombinants, les constructions decrites 
dans Fart anterieur sont g^gralement des adenovirus deletes des regions El (Ela 
«/ou Elb) et eventudlement E3 au niveau desquelles sont inserges les sequences 
d'ADN heterologue (Levrero et al.. Gene 101 (1991) 195; Gosh-Choudhury et aL, 
30 Gene 50 (1986) 161). D'autres constructions comportent une deletion au niveau de la 
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regim El et d'une paitie non essentielle de la region E4 (WO 9^2649). Ces 
adenovirus recombinants d^ecdfs peuvent etre prepares de differentes fagons mettant 
en oeuvre ou non une lignee oellulaire competente capable de complementer toutes les 
foncdons defiectives essentidles a la replication de radenovinjs recombinant 
5 Actuellemoit, les vecteurs c^ves des adenovirus sont generalement produits dans une 
lignee de ccmiplementation (lignee 293) dans laqudle une partie du genome de 
Fadenovirus a ete integree. Plus precisraient* la lignie 293 contient r&ctremite gauche 
(environ 11-12 %) du genome de Tadenovinis serotype 5 (Ad5), comprenant ITTR 
gauche, la region d*encapsidation et la region El, induant Ela, Elb et une partie de la 
10 region . codant pour la proteine pDC Cette lignee est capable de trans-complements 
des adenovirus recombinants defectifs pour la region El, c'est-a-dire depourvus de 
tout ou partie de la region El, necessaire a la replication. 

Toutefois, on ne peut totalement exclure lors de la production de ces 
vecteurs viraux dtfectifs la possiUlite de recombinaisons g&ierant des particules 

15 virales replicatives ou des transc(Hnplementations in vivo par des fonctions cellulaires 
de ^pe El. U est evident que ce type d'evenement est totalement incompatible avec 
leur utilisation subsequente en th^pie genique. La presence, in vivo, de particules 
virales replicatives peut avoir des consequences tres n^astes ccmme par exemple 
induire une propagation virale et provoquer une dissemination incontrolee avec des 

20 risques de reaction inflammatoire, de recombinaison» etc*.. 

Parallelement, il est imperatif de prevenir in vivo Texpression de proteines 
virales correspondantes. Bien que ne presentant pas necessairement un caractere 
toxique a regard de la cellule, elles sont egalement fortement indesirables car 
susceptibles egalement d'induire des reponses du systeme immunitaire de type 

25 inflammation et/ou fievres prejudiciables a Tegard de Torganisme traite. (D.Y. 
Schwarz. (1995), P.NA.S 92, 1401-1405 ; J. R Engelhardt, (1994), Human Gene 
Therapy, 5, 1217-1229 et (1994) P.N.A.S. 91, 6196-6200 ; Y. Yang, (1994), 
Inununity, 1, 433-442. (1995) J. ViroL. 69, 2004-2015 et Nature Genetics, (1994) 7, 
362.369). 
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La presente invention a piedsement pour objet de proposer une solution 
permettant de remedier a ces inconvenients et s'avore tout particulierement utile pour 
prq)ar^ des lots de virus de ^pe ad^ovirus presentant une securite accrue car 
notamment dq)Ourvus de particules virales rSplicatives. 

5 De maniere inattendue» la demandeiesse a mis en evidence qu*il etait 

possible, a Taide d*un systeme promoteur original, de controler efficacement 
I'eTqpression des gene viraux, exi»ession qui est effective in vitro lors de la induction 
virale mais en revanche ineffective ulterieurement, in vivo, lors de Temploi 
tfaerapeutique desdits vims recombinants. 

10 Plus precisement, la presente invention se rappCHte a un adenovirus 

reccmbinant dans lequel Texpiession d*au moins un gene d'origine virale, homologue 
ou heterologue, est contrdlee par un promoteur inductible. 

Au sens de la presente invention, on entend par promoteur inductible tout 
promoteur dont I'activite est initi6e par la presence d*un agent diimique et/ou 
15 biologique exterieur, agent qui, 'dans le cadre de la presente invention presente en 
outre une toxidte reduite vdre nulle. Par **exterieur", il est entendu que Tagoit 
chimique et/ou biologique n'existe pas naturellemait dans les cellules traitees avec 
Tadenovirus revendique. 

A titre de promoteurs inductibles susceptibles d'etre mis en oeuvre sebn la 
20 presente invention, on peut notamment dtar les [xomotetirs dassiques tels que ceux 
r^pondant a des metaux lourds (CRC Boca Raton, PL (1991),167-220 ; Brinster et al. 
Nature (1982), 296, 39-42), & des diocs tiiermiques, a des hormones, (Lee et aL 
¥M.A.S. USA (1988), 85, 1204-1208; (1981), 294, 228-232 ; Klock et al. Nature 
(1987). 329. 734-736 ; Israel & Kaufman. Nucldc Acids Res. (1989), 17, 2589-2604) 
25 ou a des agents chimiques de type glucose, lactose, galactose ou antibiotiquea 

Tout recemment, il a ete decrit un promoteur inductible par la tetracycline 
particulidrement avantageux dans le cadre de la presente invention. 
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Ce pTomoteur, dit promoteur inductible a la tetracycline, comprend un 
promoteur mmimal lie operationnell^ent a un ou plusieurs operateuKs) de la 
tetracycline. Cest la liaison, aux sequences opgrateurs de la tetracycline, d'une 
proteine dite '*activateur de transcription'', liaison qui ne s'etablit qu'en presence de 
5 tetracycline ou un de ses analogues, qui permet Tactivation du promoteur minimal et 
done la transcription du ou des genes viraux associes. 

En ce qui conceme plus particulidrraient la proteine dite activateur de 
transcription, elle se caract§rise done par son aptitude k se li^, en presence de 
tetracycline, aux sequences qp6rateurs du promoteur inductible par la tetracycline et 

10 sa capacity a acdver le promoteur minimal. Plus preferentiellement, il s'agit d'une 
proteine constituee de deux polypq)tides» un premier polypeptide qui se lie aux 
sequences tet operateur, en presmce de tetracycline ou d*un analogue de celle-^i, et 
un second polypeptide dont la fonction est plus specifiquement d'activer ladite 
transcription. Le premier polypeptide de la proteine dite activateur de transcription 

15 est un represseur de la tetracycline mute de maniere a manifester un comportement 
inverse a celui d'un represseur sauvage c'est-a-dire qu'il ne se lie aux sequences tet 
operateurs qu'en presence et non en absence de tetracycline. Quant au second 
polypeptide, il s'agit preferentiellement du domaine deactivation de la proteine 16 du 
Virus Herpes Simplex. 

20 Dans le cas ou le promoteur inductible utilise est par exemple inductible au 

glucose ou galactose, on pent envisager de mettre en oeuvre un activateur de 
transcription construit sur ce modele c*est*a-dire par exemple Glu-VP16 ou Gal4- 
VP16- 

Sdcm un mode iwefere de rinvention, le promoteur ind^ 
25 est un promoteur inductible a la tetracycline ou un de ses analogues tel que decrit 
ci-dessus. 

Au sens de la presente invention, un promoteur inductible par la tetracycline 
comprend un jromoteur minimal lie operationnellement a une sequence dite de 
regulation compre n ant au moins un operateur de la tetracycline *'tet operateur" ou de 
30 Tun de ses analogues. 
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Par analogue de la tetracycline* on wtend oouvrir tout compose presentant 
des homologies structurales avec la tetracycline et etant capable de se lier a son 
leoepteur lie au domaine de transactivation de la prot6ine dite activateur de 
trancripdon presentee d-dessus. avec un Ka d'au moins environ 10^ M-^. A titre 
5 d'analogues susceptibles d'etre utilises selon la presente invention on peut notamment 
dter la doxycydine» la chlm>tetracycline et ranhydrotetracycline. 

Par promoteur minimal, on entend designer toute sequence promotrice qui 
seule n'est pas capable d'assurer efficacement la transcription de la sequence d'ADN 
qvi lui est associee. L'activite d'tm td promoteur s*avere totalement depeadante de la 
10 liaison de la jroteine activateur de transcription a la sequence dite de regulation, en 
presence de tetracycline. En fait, ce promoteur minimal a surtout pour fonction 
d'€»ienter la transcription. Dans cette perspective, il est de preference situe en amont 
de la sequence virale de maniere a former avec elle une sequence nucleotidique 
continue. 

15 Ce promoteur minimal peut deriver du jxomoteur immediatement precoce 

du Cytomegalovirus humain et plus preferentiellement est compris entre les 
nucleotides +75 a -53 ou +75 a -31. Toutefois, il est egalement possible d*employer 
selon rinvention un promotau" minimal darivant d*im promoteur conventionnel 
comme par exemple celui activant la transcription du gene codant pour la thymidine 

20 kinase. 

Un |»omoteur omventionnd peut egalemait etre rendu minimal par le biais 
d*une ou piusieurs mutations genetiques qui le r»ident inc^ble d'assurer seul 
efficacement la transcription du gene qui hii est assode. II peut egalement etre mis en 
oeuvre dans le cadre de la fx€sente invention, im promoteur minimal derivant 
25 directement du promoteur naturdlement resp^sable de I'expres^on du g^ viral 
considere. On peut egalemmt envisager IHitilisation d*un promoteur dit "TATA-less" 
tel que decrit par E. MARTINEZ et al. (EMBO Journal, (1994), 13. N'*13, 3115- 
3126) de maniere a obtenir un bruit de fond le plus basal possible dans la situation non 
induita 
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De maniece ^nerale, ce prcnnoteur miniinal est place en amont de la 
sequence nucleotide dont il controle Teqiression, en substitution ou nc»i de son 
promoteur naturel. Le propre promoteur de la sequence nucleique peut en rffet 
demeurer prgsmt mais sous une fcKme inactivee ou rendue non fonctionnelle par 
5 diffeientes techniques connues de ITiomnie de Tart et notammmt par suppression, 
deletion etfoa addition d'une ou plusieurs bases. 

Selon un mode particulier de Tinvention, le jromoieur minimal d&ive du 
promoteur minimal de la thymidine kinase du Virus Herpes 
(1984) CeU 37:253-262). II est alors design^ par Tk. 

P^ws preferentiellement. 3 est lepresente en tout ou partie par Tune des 
sequences representees en SEQ ID 1 ou 2 ou Tun de leurs derives. 

Au sens de la presente invention, le terme d&iv6 designe toute sequence 
obtenue par modification de nature genetique et/ou chimiqi© de sequences donnees et 
ccMiservant I'^rtivite recherdiee. modification de nature genetique et/ou chimique, 
15 on doit entendre toute mutation, substitution, deletion, addition et/ou modification 
d'un ou plusieurs adde nuclSique. 

En ce qui conceme la sequence dite de regulation, elle comi»end au moins 
un operateur de la tetracycline ou Fun de ses analogues. Le ou les operateurs sont 
reconnus par Factivatcair de transcriptioi en presence de tetracycline et perm^tent 
20 done de ce fait Tactivation du {xomoteur minimaL 

Les sequences tet operateur pouvant etre mises en oeuvre peuvwt 
notamment etre choisies parmi celles decrites par Hillen & Wissemann (Protein- 
Nucleic Acid Interaction, Sa^er& Heinemann. eds., MacmUlan, London, (1989), 10, 
143-162), Waters et al. (Nucleic Acids Res. (1983). 11. 525-539), Stuber et al. 
25 (P.N.A.S. USA, (1981), 78. 167-171), Unger et al. (Nucleic Acids Res. (1984), 12, 
7693-7703) et Tovar et al. (Mol. Gen . Genet (1988). 215, 76-80). 

La sequOTce de regulation peut comprendre une unique sequence tet 
operateur ou au contraire plusieurs sequences tet operateur pouvant atteindre jusqu'au 
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nombre de 10 selon que ron souhaite ou non augmenter la regulation de la 
transcription. Selon un mode de realisation particulier de I'invention, la sequence de 
regulation met en oeu vre 2 sequences tet opOTieur. Elle sot alors dite Op2. 

Plus preferentieilement, la sequence de regulation est representee en tout ou 
5 partie par Tune des sequences representees en SEQ IDN*3ouN**4oulWde leurs 
derives. 

Classiquement, cette sequence de regulation est li6e operationnellement en 
amont c'est-a-dire a Textremite 5* du promoteur minimal de maniere a permettre la 
transcription du g«ie d*mgine virale, en pr&sence du complexe forme par Tactivateur 

10 de transcription et de son ligand tetracycline. On a ainsi sucoessivarnent» dans 
Torientation 5' a 3', la s^uence de regulation, life directement ou non au promoteur 
minimal, le promoteur minimal et le g£ne d'origine virale. Toutefois, on peut 
^element envisager de placer cette sequence de regulation, au s^ du promoteur 
minimal , en aval de la sequence micleotide virale a transcrire c*est-a-dire a son 

15 extremite 3\ L'ocdre de succession est alas dans le sans 5' a 3*, promoteur minimal, 
gene viral et sequence de regulation. 

Sdon un mode prefere de Tinvention, le promoteur inductible k la 
tetracycline associe au promc^eur minimal de la thymidine kinase dit Tk, une 
sequence de regulation refHesentee par Op2. H est dans ce cas particulier ictentifie 
20 ci-aptes sous la denomination O^^Tk. Plus prtf erentiellement, le promoteur 
inductible mis en oeuvre sdkm I'invendon est represente en tout ou partie par la SEQ 
ID N** 5 ou Tun de ses derive 

Ce i»omoteur inductible h la t^cycline C)p2/rk et plus particuliecement 
celui rq»esen^ en tout ou parde par la SEQ ID 5 ou Tun de ses derives. 
25 constituent egalement un des objets de la ;^r§sente invention. 

En consequence, rexjrossion du ou des genes viraux lies 
operationnellement, dans radenovinis revendiqu6, a un promoteur inducdble, est 
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totalement subordonnte k la fixation du complexe form6 par racdvateur de 
transcription et la tetxacydine, sur la sequence de regulation dudit promoteur. 

Cette fixation n'est effective qu'ai presence de tetracycline. En absence de 
tetracycline ou de tout analogue de celle-ci, il n*y a pas de liaison etablie entre la 
5 sequence de regulation et I'activateur de transcription. II s'en suit aucune transcription 
de la sequence virale liee au promoteur minimal. Qui plus est. avantageusaoimt, 
I'agent induisant la transcrqition n'a pas a etre present continuellement 

Un des objets de la presente invention conceme plus particulierement un 
adenovirus comprenant au moins un gene homologue c*est-a-dire adenoviral dont 
10 Texpression est controlee par un promoteur inductible et plus pr^erentiellement par 
im promoteur inductible a la tetracycline. 

Ainsi, dans un mode particulier» la j^esente invention a pour objet un 
adenovirus recombinant dont au moins ime region genomique essentielle a la 
replication et/ou a la {»X)pagatic»i virale est placee en tout ou partie sous controle rfun 
15 promoteur inductible a la tetracycline. La regicm essentielle a la replication et/ou a la 
propagation virale selon la presente invention est avantageusemrat choisie parmi tout 
ou partie de la regicm E4, E2, la region IVa2 et/ou la region L5, etc. 

Selon un mode particulierement avantageux, les adenovirus recombinants de 
la presente invention, oxnprennent i litre de sequences nScessaires i la replication 
20 et/ou la propagation, tout ou une partie fontionnelle des regions E2 ou E4. Plus 
particulierement, s^agissant de la r§gion E4, les genes impCMlants sont les genes ORF3, 
ORF6etORF^. 

La region E2 est impliquee dans la regulation de I'ADN viraL Cette region E2 
est constitute de deux sous unites de transcription E2A et E2B. 
25 La region E4 est impliquee dans la regulation de Texpression des genes 

tardif s, dans la stalnlite des ARN nucleaires tardif s, dans Textinction de Texpression des 
proteines de la cdhile bote et dans Tefficacite de la replication de TADN viral. Des 
mutants depourvus de E4 sont incapables de sc propager. E4 constitue ain^ une 
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legion essentidle a la propagation virale. Cette region E4 est oonstituee de 7 jdiases 
ouvertes de lecture, designees ORFl, 0RF2, 0RF3. 0RF4, ORE3/4, 0RF6 et ORF6/7 
(figure 2). P^rmi oelles-ci. 0RF3 et 0RF6 sont les deux ^les essentiels a la 
propagaticm virale Chacun de ces genes est capable d*induire la propagation virale, 
5 ORF6 y jouant toutdbis un role fdus impcvtant que ORF3 (Huang et Hearing (1988), 
J. Virol. 63. 2605), 

Dans un mode particulier, dans les vecteurs de Finvention, la totalite de la 
region consideree est placee sous contnole d*un promoteur inductible i la tetracycline. 
I^ns le cas particulier de la region E2. fl pent s'agir d'un fragment correspondant a 

10 I'ADNc de la 72K. a PADNc de la polymerase de 140K ou a TADNc de la prot^ 
pre-terminale de STIC En ce qui conceme la region E4. il peut s*agir en particulier du 
fragment Taql-Bgl2 ccxrespondant aux nucleotides 35576 -32490. 

Dans un autre mode particulier, seule rex{«ssion d*une partie fbnctionndle 
de ces regicms c'est-a-dire suffisante pour permettre la prc^gation virale, est 

15 controlee. Dans le cas particulier de B4. cette partie comprend au moins un gene 
ORF3 ou ORF6 fonctioimeL Bn^erentiellement, la partie fonctionnelle de E4 est 
constitute essentiellement de 0RF6. A titne d'exemple. le fragment Bgl2, com|xis 
entre les positions 34115 a 32490 et contmant les sequences des 0RF6 et 0RF7 de 
rAd5 peut etre positiomie en aval d'un promoteur inductible tel que d^ni sdon 

20 Finvention. 

Dans un autre mode particulier de la presente invention, la region ^^sy^^trelle 
est constituee de la region codant pour la proteine IVa2 et par exemple son ADNa 
Dans un autre mode de r&alisation. la r^on codant pour la proteine IVa2 est 
comprise dans un fragment Bglll-Nrul correspondant aux nucleotides 3328 a 6316 sur 
25 la sequence de I'adenovirus Ad5 sauvage. un fragn^t Dral-NIalll correspondant aux 
nucleotides 4029 a 5719 ou un fragment dral a Xhol correspondant aux nucleotides 
4029 a 5788. 

Selon un mode pref ere de I'invention. les promoteurs des regicms essentielles 
a la propagation virale sont remplac6s au sein du genome viral par im promoteur 
30 inductible et plus (vtf etentiellement par un promoteur inductible a la tetracycline. 
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Dans iin premier mode particulier de iealisatiQa» les adenovirus leoomhinants 
de rinvention portent une daeticm de tout ou partie du gene El et possedent la region 
E4, en tout ou partie. sous contrdle d'un promoteur inductible a la tetracycline, de 
preferaice de type Op2/nc. 

Dans un autre mode particulier de realisation, les adenovirus recombinants de 
rinvoition portent une deletion de tout ou partie du gene El et possedent la region E2 
en tout ou partie sous contrdle rfun promoteur inductible a la tetracycline, de 
p^ference de type Op^^lc- 

Toujours selon un mode prefere de realisation, les adenovirus recombinants 
de rinvention portent une deletion de tout ou partie des genes El et E2 et possedent la 
region E4 en tout ou partie sous contrdle tf un promoteur inductible a la tetraqrcline. 
de preference de type Of^/Tk. 

Dans uTO variante particulierement avantageuse, les adenovirus reccMnbinants 
de rinvention pcvtent une deletion de tout ou partie des genes El et E4 et possedMt la 
regiOT E2 en tout ou partie sous contrdle rfun promoteur inductible i la tetracycline, 
de preference de type Op2/Tlc. 

Avantageusement. les adenovirus recombinants de rinventicm comportent en 
outre une sequ^ice rfaddes nudeiques heterologue comportant un ou plusieurs genes 
therapeutiques dont le transfert et/ou re)q»:ession dans une cellule, un organe ou un 
CKganisme est recherche. 

Les genes thmipeutiques qui peuvent ainsi etre transferes sont tout gene dont 
la transcripticm et eventueUemoit la traduction dans la cellule cible generent des 
pioduils ayant un ^et therapeutique. 

n peut s'agir en particulier de gaies codant pour des produits froteiques 
ayant un effet therapeutique. Le produit proteique ainsi code peut etre une pioteine. 
un peptide, etc. Ce produit proteique peut etre homologue vis-a-vis de la cellule cible 
(c*est-a-dire un |»oduit qui est nonmalement expirae dans la cdlule dble Iwsque oelle- 
ci ne {wesente aucune pathologie). Dans ce cas. Texpression rfune protfeine permet par 
exemple de pallier une e7q>ression insuffisante dans la cellule ou Pexpression rfune 
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proteine inactive ou Caiblement active » caison d*une modificatiQn* ou encore de 
sure^qnimer ladite proteine. Le gene therapeutique pent aussi coder pour un mutant 
d'une proteine cdlulaire» ayant une stabiHte accrue, une activity modifiSe, etc. Le 
produit proteique peut egalen»it etre heterologue vis-d-vis de la cellule cible. Dans ce 
5 cas, une proteine e>qvimee peut par exemple coatpl&er ou apporter une activite 
defidente dans la cellule lui permettant de lutter contre une p jthologie. 

Ptoni les (roduits tli6rq)eutiques au sens de la piesente invaition» on peut 
citer plus particulierement les en^mes, les derives sanguins, les hormones^ les 
lymjdiokines : interleuldnes* interf&ons, TNF» etc (FR 9203120), les facteurs de 

10 aoissance, les neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthese. les 
facteurs trophiques : BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF. aPGF, bFGF, NT3. NTS, etc; 
les apolipoproteines : ApoAI, ApoAIV. ApoE, etc (FR 93 05125), la dystrophine on 
ime minidystrophine (FR 9111947), les genes suppresseurs de tumeurs : p53, Rb, 
RaplA, DCC. k-rev, etc (FR 93 04745), les g^nes codant pour des facteurs impliques 

15 dans la coagulation : Facteurs Vn, VIII, IX. etc, les genes suicides : Thymidine kinase. 
C]^osme desaminase, etc; ou encore tout ou partie d'une immunoglobuline naturdle ou 
artifidelle (Fab, ScFv, etc), etc. 

Le gane therapeutique peut 6galement etre un gene ou une sequem:e antis»s, 
dont I'exptession dans la odhile dUe permet de controler Texpression de genes ou la 
20 transcription d'ARNm cellulaires comme les ribozymes. De telles sequaices peuvent 
par exemple etie transcrites, dans la cellule cible, en ARN complementaires d'ARNni 
cellulaires et bloquer am^ leur traduction en proteine, selon la technique decrite dans 
le brevet EP 140 308. 

Le gene therapeutique peut aussi gtre un gene codant pour un peptide 
25 antig»iique, capable de generer chez lliomme une reponse immunitaire. Dans ce mode 
pardculier de mise en oeuvre, I'invention permet done la realisation de vaccins 
permettant d'iminuniser lliomme, notamment contre des microcnganismes ou des 
virus. D peut s'agir notamment de pq>tides anti^niques qpedfiques du virus d'qsstein 
barr, du virus HIV, du virus de I'hepatite B QEP 185 573), du virus de la pseudo-rage, 
30 ou encore spedfiquesde tumeurs OEP 259 212). 
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Generalement, la sequence tfacides itudeiques hSt&ologue <XMm|TOnd 
egalement une region promotrice de la transcription fonctionnelle dans la cellule 
infectee» ainsi qu'une region situee en 3' du gene d'interet, et qui spedfie un signal de 
fin transcrqitionndle et un site de polyadSn^ation. L'ensemble de ces dements 
5 constitue la cassette d'exfrcssicn. Cbnoemant la te^oa promotrice, il peut s*agir d*une 
region promotrice naturellement resoonsable de I'ejqxession du g&ie considere lorsque 
oeUe-d est susceptible de fonctionner dans la odiule infectee. n peut egal^nent s'agir 
de regicMis d'origine diff&ente (responsables de I'expcession d'autres proteines» ou 
menrie synthetiques). Notaniment» il peut s'agir de sequences promotrices de genes 

10 eacaryotes ou viraux. Par exemple» fl peut s*agir de sequences promotrices issues du 
genome de la cellule que Von desire infecter. De meme, il peut s*agir de sequences 
promotrices issues du genome dun virus* y compris Tadenovinis utilise. A cet egard, 
on peut citer par exonple les promotetus des genes ElA, MLP, CMV. RSV. etc. En 
outre, ces regicms promotrk:es peuvent etre nrKxiifiees par addition de sequences 

15 deactivation, de regulation, ou pennettant ime expression tissu-spedfique ou 
majoritaire. Par ailleurs» lorsque I'acide nucleique heterologue ne comporte pas de 
sequences promotrices, il peut etre insere dans le genome du virus defectif en aval 
dune telle sequ^ice. 

Par ailleurs, la sequence d'acides nudaques heterologue peut ^alement 

20 comporter, en particulier en amont du gene therapeutique, une sequence signal 
dirigeant le produit dierapeutique synth^ise dans les voies de secretion de la cdlule 
dble. Cette sequence signal prat etre la sequence signal naturdle du produit 
therapaitique, mais il peut ^;atement s^agir de toute autre sequence signal 
fonctionndle, ou dune sequence ^gnal artifidelle 

25 Cette sequence d'addes nudeiques est de preference presente au niveau des 

regions El, E3 ou E4, en supplement ou en remplacanent de sequences delStees. 

La presente invention a pour second objet principal un adenovirus 
comportant au moins un gene dorigine virale heterologue dont Texfrossion est 
controlee par un promoteur inductible et plus preferentiellemmt un promoteur 
30 inductible a la tetracycline. 
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Selon un mode de lealisation pr§fSr§ de rinventicm le gdne d*cdffne virale 
heterologue est ou derive d'un g^e du genome d'un AAV ou un de ses homologues 
fbnctionnels. 

Les AAV sont des virus a ADN de taiUe relativement r§duite» qui s*integrmt 
5 dans le genome des cellules qu*ils infectent, de maniere stable et site-specif ique. Ds 
sont egalement capables d'infecter un large spectre de cellules, sans induixe d'effet sur 
la croissance» la moiphologie ou la differendation celhilaires. Par ailleurs, ils ne 
semblent pas impliques dans des pathologies chez l*homme. Le genome des AAV a ete 
done, sequence et caracterise. II comprend 4680 bases, et contient a chaque extremite 

10 iifie legicKi repetee inversee (TTR) de 145 bases environ, servant d'origine de 
replication pour le virus. Le reste du genome est divise en 2 regions essentidles 
portant les f onctions d*encapsidation : la partie gauche du genome, qui contient le gene 
rep implique dans la replication virale et I'expression des genes viraux; la partie droite 
du ^nome, qui contient le gene codant pour les proteines de capside du virus. 

15 Trois prc»noteurs y ont ete localises et nommes selon leur positicm approximative en 
unites cartographiques p5, pl9 et p40- Quatre proteines sont au moins synth6tisees a 
partir de la region rep et ont ete nommes d'apres leur masse moleculaire apparente, 
Rep78. Rep68, Rep52 et Rep40. Les 2 mRN A transcrits a partir du promoteur p5 sont 
utilises pour la synthese de Rq>78 et Rep68. Quant a Rep52 et Rep40 ils sont 

20 syntfietises a partir des messagers provraant du promoteur pl9. En ce qui conceme 
plus particulierement le gene SSSU il code pour les proteines de la capside du vims 
(VPl, VP2 et VP3). VPS est la {HOteine de oqp^de majoritaice et sa sequence en 
addes amines est contenue dans celles de deux pcot^es plus grandes mais moins 
aboiKiantes VPl et VP2 ( fiaire un sdiema). Ces genes 

25 leur sequences req)ectives decrites dans la litterature (Srivastava et al.» J. ^^1. 45 
(1983) 555). 



L'utilisation de vecteurs derives des AAV pour le transfert de genes in vitro et 
in vivo a ete decrite dans la litterature (voir notamment WO 91A8088; WO 93/09239; 
US 4.797368, US 5,139,941, EP 488 528). Generalement, les constructions utilisees 
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en tii6rapie genique contiennent une deletion des genes et/ou ^ qui sont 
lemplaces par tm gene d'int&et 

Pour se repliquer, les AAV ont besoin de la presence tf un virus auxiliaire 
("he^)er") capable de transcomplementer les fonctions ngcessaires i leur replication . D 
5 peut s^agir en particuli^ d'un adenovirus, d*un virus de Therpes ou d*un virus de la 
vaccine. (EnTabsmcedWtel vinjsauxiHaire» les AAV restent sous fonnelal^ 
le genome des cellules infectees. mais ne peuvent se r§pliquer et ainsi produire des 
pardcules virales.) Classiquement. les AAV reomibinants sont done produits par 
co-transfection» dans un lignee cellulaire infectee par un virus auxiliaire humain (par 

10 exemple un adenovirus), d'un plasnnide contenant le gene d*int&et horde de deux 
regicns rep&ees inveisees (TTR) d'AAV et d'un plasmide portant les g^nes 
d'encapsidation (genes rej^ et ^ip) d*AAV. La co-infection avec radenovirus danazie 
une cascade d*evenements qui aboutissent a la production de titres 3ev€s d*AAV et 
dimimient senaUenmt la production d*adenovirus. Cette cascade dennarre par la 

15 syntfiese du produit du gene Ela qui induit la transcription a partir des promoteurs p5 
^pl9 et conduit a la synOiese d*une petite quantite de proteines Rep. Une ou plusieurs 
proteines Rep synth^tisees a partir de p5 induisent alors la synthese en quantite plus 
abondante tfARNm § partir des 3 pramoteurs a un niveau beaucoup plus impcMlant et 
d'une maniere coordonnee. Eh absence d*adenovirus» le genome d'AAV est soit perdu 

20 soit int6gre dans le chronK3some de Itiote. D'autres genes que ElA de Tadenovirus 
sont aussi necessaires pour une ex{»ession efficace des genes de 1' AAV. 

Avantageusement» la demanderesse a mis en evidence qu'il &ait possible de 
placer efficaoement au mcrins rexpcession d*un des g^ies viraux de F AAV sous 
ccmtrole d'un promoteur inductible dans un adenovirus et plus pr^^ientiellement de 
25 controler Texpresston des fonctions tfencapsidaticm d' AAV en particulier I'expression 
des genes isp ei/ou ou de tout gene homologue f onctionnel. 

Un homologue fonctionnel correspond k tout gene obtenu par modification 
(mutation, suppression, addition, etc) des genes lep ou £^ et presentant une activite 
de meme nature. De lels genes homologues fonctionnels peuvent egalement etre des 
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genes cditenus par fayfaridatioii a partir de banques d'acides nudaqiies au moyen de 
sondes oonespondant aux ^es igp ou jgp. A titre de gene mute susceptible 
d'etre contidle selon Tinvention, on peut plus particulieremmt citer son mutant 
inll77 decrit dans la publication Y. Yang et al.,( (1992) Journal of virology, 6058- 
5 6069) et derivant d*une insertion de serines entre les codons 286 et 287. 

Selon un mode fxefet^ de I'invention, le promoteur inductible mis en oeuvre 
est im promoteur inductible & la tetracycline tel que d^ni precedemment 

Un tel adenovirus est avantageux a plusieurs titres : il simplifie con^d&a- 
b)ement sur le plan des manipulations, le proc6de pour preparer des stocks en AAV. 
10 En ^et, dans ce cas particulier, on met essmtiellement en oeuvre que ledit 
adenovirus comportant les genes rep et cap sous controle du promoteur inductible, un 
AAV recombinant et une lignee celliilaire adequate. Enfin, les titres attendus en AAV 
a partir d*un tel adenovirus s^avdrent supgrieurs i ceux obtenus sdon un proc&ie 
classiqiie. 

15 Le promoteur indiK:tible peut notamment etre introduit en substitution d'un des 

promoteurs conduisant normalement I'expression du ou des gene^) cc»isidare(s) et ai 
particulier en substitution du promoteur p5, pl9 ou p40. Le promoteur p5 semblant 
etre le jdus implique dans le demarrage de la cascade d*evenements conduisant a la 
production du virus, on procede fdus pr^erentiellement a sa substitution par un 

20 i^omoteur inductible par la tetracycline de pr§f&ence de type Op2/Tk. 
Avantageusement, une telle construction perm^ de venrouiller I'eqpres^on de et 
^ en absence de t&tracyclin& 

Les fonctions d'encapsidation d*AAV sous controle du promoteur inductible, 
peuvent ^re intrcxluites dans di£fefentes regions du genome de radSnovirus 
25 revendique. Avantageusement, les fonctions d'encapsidation sont inserees dans une 
region ne perturbant pas la capacity du virus Sl tcanscompl6menter les AAV. II est 
egalement possible d*insarer les fonctions d'encapsidation dans une region 
fonctionnelle du genome dudit adenovirus, laquelle region etant alors appcvtee en 
trans, soit par un plasmide, soit par la lignee cdlulaire utilisee. II est possible par 
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exemple d'inserer le gme £gp, le gene ou les g^es tsji et £sp au niveau des 
r6gions El ou E3 en remplacemant ou si^iement des sequences d§letees. 

Pour abolir toute fuite transcrq>tionnelIe due a la {Hxxximite de la xegtoa ITR- 
psi» on peut en outre intxoduire une sequence dite sequence de regulation negative. 
5 Une telle sequence inseree notanunent entre ITIR gauche et la sequence de 
Tadenovinis revendique d'une part» et la sequence codant pour le promoteur 
inductible a la tetracycline pennet d'endiguer toute activitation transcriptionnelle 
parasitaire de et induite le cas echeant par Tenhancer sttue dans riTR gauche 
de Tadenovirus et la sequence psi. A titre de sequences negatives pouvant etre mises 

10 en oeuvre selon Tinvention, on peut notamment citer celles identifiees dans le 
promoteur vimentine (Salvetti et al.. (1993), MoL Cell. BioL, 1676-1685) dans le 
promoteur interferon ( Whitemore et al. (1990), P.N.A.S., 87. 7799-7803), dans le 
gene de chaine 2 legere de la myosine cardiaque (Ruoquian-Shm et aL (1991), MoL 
Cell. Biol., 1676-1685) et dans le pomoteur albumine de souris (Herbst et al. 

15 (1990). MoL CeU. BioL, 3896-3905). 

Selon un mode de realisation prefere, Tinvention conceme un adenovirus 
recombinant portant une cassette d'expcesaon Op2/nc-re p -ca p . 

La presente invention a egalement pour objet Tutilisation de ces adenovirus 
integrant une sequence virale d'origine AAV sous controle d*un promoteur inductible a 
20 la tetracycline pour jMeparer des AAV. 

Dans un mode de realisation prefere, les adenovirus objets de Finvention 
compce nn ent les sequences ITR et une sequence penn^tant Tencapsidadon. 
Pr^erentieUement ces adenovirus possedent en outre une region El non f onctionnelle. 

Les sequences inversees repetees (ITR) constituent I'origine de replication des 
25 adenovirus. Elles sont localise aux extr§niites 3' et 5' du g§nome viral (Cf figure 1), 
d'oii elles peuvent etce isolees aisement selon les techniques dassiques de biologie 
mdleculaire connues de I1ic»nme du metiar. La sequence nucl§otidique des sequences 
rni des adenovirus hunnains (en pardcuUer des serotypes Ad2 et Ad5) est de^ 
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la litterature, ainsi que des adenovirus canins (notanunent CAVl et CAV2). 
Concemant radenovinis Ad5 par exemple, la sequence ITR gauche ccxrespond a la 
region compraiant les nucleotides 1 a 103 du genome. 

La sequence d'encapsidaticni (egalement designee sequence Rsi) est necessaire 
5 a rencapsidation de TADN viral. Cette regicm doit dcmc etre presente pour permettre la 
preparation d*adenovinis recombinants d^ecdfe sebn Finvention. La sequence 
d'encapsidaticm est localisee dans le genome des adenovirus, enire ITTR gauche (5') et 
le gdne El (Cf figure 1). Elle peut etre isolee ou syn4igtisee ardfidellement par les 
teduiiques dassiques de biologie moleculaire. La sequence nuclfotidique de la 
10 sequence d'encapsidadon des adenovirus humains (en particulier des serotypes Ad2 et 
Ad5) est decrite dans la litterature, ainsi que des adenovirus canins (notanunent CAVl 
et CAV2). Concemant Tadenovirus Ad5 par exemple» la sequence d'encapsidation 
correqxmd a la r^on comprenant les nucleotides 194 & 358 du genoma 

Selon un mode particulidrement avantageux, dans les adenovirus 
15 reccmbinants de la presente invention^ la region El est inactivee par d^etion d'un 
fragment PvuII-BgUI allant du nucleotide 454 au nudeotide 3328, sur la sequence de 
Tadaiovinis Ad5. Cette sequence est accessible dans la litterature et egalement sur 
base de dcxmees (voir notanunent Cienebank n^ M73260). Dans un autre mode de 
realisaticm prefere, la r^on El est inactivee par del^on d'un fragmmt Hinfn-Sau3 A 
20 allant du nucleotide 382 au nucleotide 3446. 

Les adenovirus de Tinvention peuvent etre prepares a partir d*adenovirus 
d'origines diverses. D existe en diff erents serotypes d'adenovirus, dont la structure 
et les proprietes varient qudque peu, mais qui ]xesentent une organisation genetique 
ccmparable. Ainsi, les enseignements decrits dans la presente demande peuvent &xe 
25 aisement rqroduits par Ilionnme du metier pour, tout type d'adenovirus. 

Plus particulierement, les ade. ovirus de rinvention peuvent etre d'origine 
humaine, animale, ou mixte (humaine et animale). 
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Qmcemam les adenovirus d'origine faumaine, on pr§f &e utOiser oeux classes 
dans le groupe C. Plus pefoentielleinent, parmi les differents sero^pes d'adenovirus 
bumain, on prefere utiliser dans le cadre de la presente invention les adenovirus de 
type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5). 

5 Conune indique plus haut les adenovirus de Finvention peuvent ^alement 

&ie d'origine animale. ou oomporter des sequences issues d'adenovirus d*origine 
animale. La demanderesse a en effet montre que les adenovirus d*origine animale sont 
capables d'infecter avec une grande efficacite les cellules humaines» et qu'ils sont 
incapables de se propager dans les cellules humaines dans lesqudles ils ont ete testes 

10 (Cf demande WO 94/26914). La demanderesse a egalement montre que les adenovirus 
d'origine animale ne sont millement trans-CQmpl6ment& par des adenovirus d'origine 
humaine» ce qui ^limine tout risque de recombinaison et de propagation in vivo» en 
presence d'un adenovirus humain, pouvant conduire a la formation d'une particule 
infectietise. L'utOisation d'adaiovirus ou de regions d'adenovirus d'origine animale est 

15 done particuliermient avamageuse puisque les risques inherents a Tutilisation de virus 
connme vecteurs en therapie genique sont encore plus foibles. 

Les adenovirus d*origine animale utilisables dans le cadre de la presente 
invention peuvent etre d'origine canine» bovine* murine, (exenq>le : Mavl, Beard et aL, 
Virology 75 (1990) 81)» ovine, porcine, aviaire ou encore simienne (example : SAV). 

20 Plus particulierement, parmi les adenovirus aviaires, on peut citer les serotypes 1 a 10 
accessibles a TATCC, conrmie par exemple les souches Hielps (ATCC VR-432), 
Pontes (ATCC VR-280), P7-A (ATCC VR-827). IBH-2A (ATCC VR-828), J2-A 
(ATCC VR:^). T8-A (ATCC VR-830), K-11 (ATCC VR-921) ou encore les 
souclies r^erencees ATCC VR-831 i 835. Ptom les adenovirus bovins, on peut 

25 utiliser les differents serotypes connus, et notamment ceux disponibles a FATCC (types 
1 a 8) sous les referencesATCC VR-313, 314, 639^642. 768 et 769. On peut 
egalement citer les adenovirus murins FL (ATCC VR-550) et E20308 (ATCC VR- 
528), radenovirus ovin type 5 (ATCC VR.1343). ou type 6 (ATCC VR-1340) ; 
Tadenovirus porcin 5359), ou les adenovirus simiens tels que notamment les 
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adenovirus iSferencee a FATCC sous les itmneios VR*591-594, 941*943. 195-203» 
etc 

De pr^eieiioe» panni les diffecenis adenovirus d'origine animate, on utilise 
dans le cadre de Finventioa des adenovirus ou des regic»is d*adenovinis d*origme 
5 canine, et notamment toutes tes soudies des adenovirus CAV2 [souche manhattan ou 
A2^61 (ATCC VR-800) par exemple]. Les adenovirus canins ont fait Totget de 
nombceuses etudes structurales. Ainsi, des cartes de restriction completes des 
adenovirus CA VI et CAV2 oat ele decrites dans Part anterieur (Spbey et al., J. Gen. 
Virol. 70 (1989) 165), et les genes Ela, E3 ainsi que les sequmces ITR ont ete dcmes 
10 e: sequences (voir notamment Spibey et al.. Virus Res. 14 (1989) 241 ; Linne, Virus 
Res. 23 (1992) 119, WO 91/11525). 

La presrate inventicm se rapporte en outre a un procede utile pour la 
preparation d*AA V. 

Plus piecisraient, die a pour objet un procede de preparation d'AAV 
15 caracterise en ce qu'O comprend la co-transfection, &i presence de tetracTcline ou un . 
de ses analogues, rfune lignee cellulaire comprenant dans son g§nome la cassette 
^expression d*im activateur de transcription, avec un adenovirus comprenant au moins 
un gene d*origtne AAV sous c(»itr51e d'un promoteur indmrtible a la tetracycline et, 
soit un vims recombinant derivg de 1' AAV soit tm plasmide portant un transgene entre 
20 les ITR de I'AAV. II s^agit plus prtf erentiellement d'un adenovirus comprenant a titre 
de genes viraux faelerologues les genes et £gp. 

Le procede selon I'invention met h profit la faculte d'induixe I'expies^on de 
ces ggnes i£p et places sous controle d'un promoteur inductiUe par la tetracycline 
au setn d'un adenovirus, en presence d*une quantite suffisante de la tetracycline et d'un 
25 activateur de transcription. 

Comme explidte auparavant, ce jxxx^ede a pour avantage d'etre simplifie sur 
le plan des manipulations par rapport a un procede classique. Dans le cas present, on 
ne met en oeuvre qu'tme co-infection d'une lignee cellulaire par un adenovirus tel que 
revendique et un virus reccnnbinant derive d'un AAV. 
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Outxe Fad&iovinis transfonne sekm rinveati(»i, ce piocSdg met ea oeuvre une 
lignee oelhilaire comportant dans son genome une cassette d*expression de la pcoteine 
dite activateur de transcription ccmstitue d'un premier polypeptide capable de se lier» 
en presence de tetracycline ou un de ses analogues, a la sequence de regulation du 
5 jxomoteur inductible present dans radenovirus. associe a un second polypeptide qui 
active la transcription. 

En ce qui conceme plus particulidrement la proteine dite activateur de 
transcription^ eUe se caracterise done par son aptitude a se lier, en presence de 
tetracycline, a la sequence dite de regulaticm et sa capacite a activer du promatewr 

10 minimal qui lui est associe. Comme explicite precedemment, il s'agit tfune proteine 
constituee de deux poIypq>tides, un premier polypeptide qui se lie aux sequences tet 
operateur, en presence de tetracycline ou d'un analogue de celle-ci, et un second 
polypeptide dont la f onction est plus spedfiquement d*activer ladite transcription. 

Selon un mode privilegie de I'invention, le premier polypeptide de la 

15 proteine dite activateur transcrqitioimel est un represseur de la tetracycline mute de 
maniere a manifester un comportement invarse i celui d*un repnesseur sauvage 
c*est-a-dire qu'il ne se lie aux sequences tet bperatrices qu'en {vesence et non en 
absence de tetracycline. Ce type de mutation peut etre effectue selon des techniques 
biologiques classiques de type mutaggndses. La difference en acides amines entre le 

20 represseur sauvage et le refxesseuir matt conforme a la ]xesente invention peut 
oonsister en une substitution, dS&doa el/ou addition d'lm ou phi^eurs acides aniines, 
Elle a pour ^et de conferer au represseur ainsi transform^ deux {»oprietes 
fonctionnelles: fl peut se lier a la sequence de r^ulation figurge par des qp&ateurs 
t&racydine par analo^e au ii^pcesseur sauvage ; en revandie il est ri^^ 

25 invarse par la tetracycline. 

De nombreuses classes de represseurs sauvages de la tetracycline ont dejS 6t6 
decrites dans la litt6rature parmi lesquelles on peut notamment citer les classes A, B. 
C, D ^ E. A titre representatif de ces represseurs, on peut plus particulierement 
mentionner le represseur dit Tn 10 qui appartient a la classe B. Selon un mode de 

30 realisation prefere de I'inventicm le represseur mis en oeuvre derive de ce re(msseur 
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sauvage TnlO. Plus iwedsement, il sfagit rfun represseur TnlO mute en au moins un 
acide amine localise en position 71, 95, 101 ou 102. 

Plus preferentidlement, il poss^de en tout ou partie, la sgquence tfaddes 
amin& repr^ntee en SEQ ID N"" 8. II sera dit TetR. 
5 En ce qui conceme le second polypeptide present dans la protfeine dite 

activateur de transcription, fl peut s'agir de n'imp(xte quel domaine d'activation 
transcriptionnel deja connu. Selon un mode realisation prefere de Finvention, il s'agit 
du domaine d'activation de la proteine 16 du vims herpes simplex, plus 
particulidrement des 130 acides amines de Textremite C terminale de VP16 et phis 
10 preferentiellemait des 11 acides amines de cette extremite C terminale de VP16 ou 
encore de portions peptidiques de la partie C terminale de VP16 (Sceipel K. et al 
EMBO J. 1992 : 13, 4961-4968) ou de derives. 

Dans le cas du ixxx:ede de production d'AAV revendique, la cassette 
d'expcession de cet activateur de transcription est de preference integree dans le 
15 genome d\me lignee cellulaire 293. 

Selon un mode pr^ere de I'inventicxi, Texpression de cet activateur de 
transcrq>ticm est Element plac6e, dans la lignee cellulaire, sous contrdle rfun 
ixomoteur inductible Sl la tetracycline ou un de ses analogues tel que d§fini 
precedemment Plus pn^erentidlement, il s'agit rfune lignee oeUuIaire 293 integrant 
20 dans son ^nome la cassette Op2/Tk-TetR-VP16. 

La presente invention a egalement pour objet une lignee cellulaire oomportant 
dans son genome une cassette rfe^qxession dHm activateur de transcr^itkm tel que 
dsSm precedemment comprenant ou non un promoteur inductible comme defini selon 
rinvention. Plus prefetentiellement, il s'agit tf une lign6e cellulaire integrant dans son 
25 genome la cassette Op2/Tk- TetR-VP16. 

^invention se rapporte egalement a Tutilisation de ce type de lignee cellulaire 
pour produire des adenovirus selon Tinvention ou des AA Vs. 
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La presmte invention a ^ement pour objet un pnxede de pr^paraticm 
d*adenovinis comportant au nx)ins un de leurs ^es dont Tcxpression est sous 
contidle d'un pcomoteur inducdble par la tetracycline. 

Les adenovirus recomhinants defectifs selon Finvention peuvent etre prepares 
5 de diff erentes f agons. 

Une ironiere methode consiste a transfecter 1' ADN du virus recombinant 
def ectif iwepare in vitro (soit par ligature, swt sous f CMnme de plaanide) dans une lignee 
cellulaire compaente, c'est-a-dire portant en trans toutes les fonctions necessaires a la 
COTiplementaticm du virus, et un activateur de transcription, Ces fonctions sont 
10 pr^efentiellement tntggrees dans le genome de la cellule, ce qui pecmet d*eviter les 
risques de recombinaison, et cmfere une stabili^ accrue a la lignee cellulaire. 

Ensuite, les vecteurs qui se sont multiplies en presence d*une quantite 
suffisante «i tetracycline ou l\in de ses analogues, sont recuper6s» purifies et anqdifies 
sdon les tedmiques clas^ques de biologic moleculaire. 

15 Selon une variante de mise en oeuvre, il est possible de preparer in vitro, soit 

par ligature, soit sous forme de plasmide, TADN du virus recombinant defectif 
portant les deletiras appropriees, un ou plusieurs genes viraux sous oontrdle tfun 
promoteur inductible i la t^cydine et un ou des g^es digrapeutiques. Les 
suppressims sont ^eralement r&disees sur TADN du virus recombinant defectif, 

20 par mise en oeuvre de digesticMis au moyen d'enzymes de restriction appropri6es, puis 
ligatures, selon les tedmiques de biolo^e moleculaire, ainsi qu'iUustre dans les 
exemples. Les genes viraux ou th^peutiques et le promoteur inductible peuvent 
ensuite die inseres dans cet ADN par divage en^matique puis ligature, au niveau 
des regions s§lectionnees ei dans Forientation dicnsie. UADN ainsi obtemi, qui pc^ 

25 done les deletions appropriees, un ou plusieurs ggnes viraux sous ocmtrole d'un 
promoteur inductible a la tetracycline et un ou des genes therapeutiques permet de 
gengrer directement Tadenovirus recombinant revendiqu6. 

II est egalement possible de preparer le virus recombinant en ^pes 
successives, permettant Tintroduction successive des gSnes hSterologues et du 
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promoteur inducttbla Ainsi, TADN d*un premier virus recomlniiaixt portant les 
delations appro{»jees (ou une partie desdites d616tiQns) et un pcomoteur inducdble 
coTxmepar&cemple Op2i/Tkest construit, par ligature ou sous forme de plasmide. Get 
ADN est ensuite utilise pour gjsnbrec un premier vims recombinant portant lesdites 
5 d§IetionsavecunprQmoteurinductible. L'ADN de ce premier virus est ensuite isole et 
co-transfecte avec un second plasmide ou TADN d'un seccmd virus recombinant 
defecdf portant les deletions appiopriees notamment une deletion dans la region El, 
une region permettant la reoombinaison homologue et le cas edieant, un gene 
therapeutique. Cette deuxieme etape genere ainsi le virus recomtmiant selon 
10 rinventicsL 

La presente invention oonceme egalement toute composition pharmaceutique 
comprenant un ou plusieurs adenovirus recombinants tels que decrits ixecedenunenL 
Les compositions [Aamiaceutiques de I'invention peuvent etre formul6es en vue d*une 
administraticm vote topque* orale, parent&ale, intranasale. intraveineuse, 
15 intramusculaire,sou&<mtanee,intraoculaire»transdernuque^ 

Referentidlemmt la ccmposition pharmac^que contient des v3iicules 
pharmaceutiquement acccptables pour mte formulaticm injectable, n peut s'agir en 
particulier de solutions salines phosphate monosodique* disodique, chknwe de 
sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), steriles, 
20 isotmiques, ou de compositions seches, notamment tyophilisees, qui, par addition 
sdon le cas d*eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la constitution de 
scdutesin^ctables. 

Les doses de virus utilisees pour Fiiijection peuvent etre adaptees en fonction 
de differents parametres, et notamment en fonction du mode d'administration utilise, 
25 de la pathologie concemee, du gene a exprimer, ou encore de la duree du traitement 
recherchee. D*une maniere gentle, les adenovirus recombinants selon I'invention sont 
formules et administres sous fame de doses comprises entre 10^ et 10^^ ptofml^ et de 
preference 10^ a 10^^ pfuAnL Le terme pfu ("plaque forming unit") correspond au 
pouvoir tnfectieux d'une soltitim de virus, et est determine par infection d'une culture 
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oelhilatce appmpdee, et mesure, gen&alement upces 5 jours, du ncnnbie de plages de 
cellules infectees. Les techniques de delennmatiQii du titre pfu d*une solution virale 
sont hien documenteesdans la litterature. 

Les adenovirus de Tinvention peuvent etre utilises pour le traitement ou la 
5 prevention de nombreuses pathologies. Os sont particulierement avantageux pour le 
traitement des pathologies hyperprolifecatives (cancers, cest§nose, etc), par injection 
directe au niveau du site concern^ A cet egard, la pn&sente invention concenie 
egalement une methode pour la destruction de cellules proliferatives comprenant 
rinfection desdites cellules ou d'une partie d'entre-dles avec un vecteur adenoviral tel 

10 que d^^ d-dessus. Dans le cas ou le gene suicide est un gene conferant une 
Semite a un agent fherapeutique, la methode de destruction sekm I'inventicm 
comprend ensuite le traitement des cellules par ledit agent th&apeutique. Pour la mise 
en oeuvre de cette methode. Tinvention a Egalement pour objet les produits 
ccnnprenant un adenovirus recombinant tel que dffini ci-avant dans leqiiel le gene 

15 suicide est un gene confi§rant une sensitnlite a un agent therapeutique; et ledit agent 
thecapeutu)ue, oomme produit de oombinaison pour une utilisation simultannee, 
separee ou etalee dans le temps pour le traitement des pathologies hyperprcdtf eiatives. 
Plus particulidrement, le gene suicide est un gene thymidine kinase et Ta^^ 
therapeutique est le ganciclovir ou Tacyclovir ou un analogue. 

20 Des vecteurs recombinants selon l^venticm possedent des pioprietes 

particulierement attractives pour uro utilisation en therapie genique, Ces vecteurs 
combinent en rffet des (m^prietes d'infecticm, de securite et de capadte de transf ert de 
genes treselevees. 

La pcesente invention sera plus compldtement decrite a I'aide des exennples et 
25 figures qui suivent, qui doivent etre ccnisideres ccnnme illustratife et non limitatifs. 

Rgure 1 : Organisation genetique de Tadenovirus Ad5. La sequence complete de I'AdS 
est di^nible sur base de donnees et permet a lliomme du metier de selectionner ou 
de creer tcmt site de restriction, et ainsi d'isoler toute region du genome. 
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Hgure 2 : Organisation genetiqtie de la r§gion E4. 

Figure 3: Organisation g^ogtique de TAAV. 

Techniques penerales de bidope mdeculaire 

Les mStfiodes dassiquement udlisees en biologie moleculaire telles que les 
5 extractions {xeparatives tfADN jdasmidiqu^ la centrifugation d* ADN plasmidique en 
gradient de diloruie de cesium, r^ledrophordse sur gels d'agarose ou d'aciylamide, la 
purification de fragments d'ADN par electroglution, les retractions de proteines au 
phenol ou au phenol-cfalorofonne, la precipitation d*ADN en milieu salin par de 
rethanol ou de risoprqxuidl, la transfbrmadcm dans Esdierichia coli. etc ... sont bien 

10 connues de lliomme de metier et sont abondament decrites dans la littgrature [Maniatis 
T. et al., "Molecular Cloning* a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Siting Harbor. N.Y„ 1982 ; Ausubel RM. et aL (eds), "Current Protocols in 
Molecular Biology", John Wiley & Sons. New York. 1987]. 

Les {dasmides de type pBR322, pUC et les phages de la serie M13 sont 

15 rfwigine ocmmerciale (Bethesda Research Laboratories), 

Pour les ligatures, les firagments d'ADN peuvent etre separes selon leur taille 
par electrophorese en gels d'agarose ou d*acrylamide. extraits au phenol ou par un 
melange idieno]/chl(xofc»me. precipites a Tethanol puis incubes en presence de I'ADN 
ligase du phage T4 (Biolabs) selcm les recommandations du f oumisseur. 

20 Le remplissage des extremites 5* proeminentes peut etre effectue par le 

fragment de Klenow de FADN Pblymerase I d*E. coli (Biolabs) selon les specifications 
du foumisseur. La destruction des extremites 3' proeminentes est effectuee en presence 
de PADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les recc»nmandations du 
f abricant La destruction des extremites 5* proeminentes est effectuee par un traitement 

25 menage par la nuclease SI. 

La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucleotides synthetiques peut 
etre effectuee selon la m6thode developpee par Taylor et aL [Nucleic Adds Res. 11 
(1 985) 8749-8764) en utilisant le kit distribue par Amersham. 
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L'amplificatioii enzymatique de firagments d' ADN par la technique dite de PGR 
Kolymerase-catalyzed Chain Reacticm. Saiki R.IC et al.. Science 22fi (1985) 1350- 
1354 ; Mullis ICB. et Faloraa FJi., MettL EnTym. 155 (1987) 335-3[50] peut dtre 
effectute en utilisant un "DNA thermal cyder^ (Perkin Elmer Cetus) selon les 
5 q)ed&ationsdutibricant 

La verification des seqi^nces nucleotidiques peut gtre effectuee par la mSthode 
developpee par Sanger et aL DPtoc Natl. Acad. Sd. USA, 74 (1977) 5463-5467] en 
utilisant le kit distribue par Amerduun. 

Lignees cdlulaircs utiBsfees 

10 Dans les exemples qui suivent, les lignees cellulaiies suivantes ont ou peuvent 

etre utilisees : 

- Ugnee de rein embrycmiaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. Virol. 36 
(1977) 59). Cfette lignee contient notamment, integr§e dans son genome, la partie 
gauche du genome de radenovinis humain Ad5 (12 %). 

15 -Iign€edeceUuleshumaines KB: Issue d'uncarcinomeq)ideaniquefauni^ 

cetle lignee est acces^e k FATCC (ref. CCL17) ainsi que les conditions permettant 
sa culture. 

- Lignee de cellules humaines Hela : Issue d'un cardnome de Fepthelium 
humain, cette lignge est accessible a TATCC Cref . CCL2) ainsi que les ccxiditions 

20 perm^tantsa culture. 

- Lignee de odlules canines MDCK : Les conditions de culture des cellules 
MDCK ont ete decrites notamment par Macatney et al., Sdence 44 (1988) 9. 

- Lignee de cellules gm DBP6 (Brough et al., Virology 190 (1992) 624). 
Cette lignee est constituee de cellules Hela portant le g^ E2 ^adenovirus sous le 

25 controleduLTRdeMMTV. 



Constru ction d'un adenovirus portant son domaine E4 sous contrdle d'un 
promotcur Op2>Tk. 
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1- Ccmstruction du fJasmide pIC20H/Op2-Tlc 

Ce plasmide porte la s&)uence du promoteur minimum Tk precede par deux s6qimces 
de roperateur tetracycline, ces sequences sont reconnues par le repcesseur tetracycline 
lorsqu'ii est fix§ a la tgtracydine. 

5 Pour Fobtenir, le plasnide pIC20H (Marsh et al.. Gene 32 (1984) 481) est digere par 
Clal-BamHI et la sequence SEQ ID 5, comprenant deux operateurs tetracycline en 
amont d*un promoteur minimum thymidine kinase, est introduite entre ces deux sites. 

2- Construction du plasmide pIC2QHflTR>Qp2Tk 

Ce plasmide est obtenu par digestion Clal du plasmide pIC20H/Op2Tk et insertion 
10 rfun fragment Hpa2 contenant ITTR de I'AdS (coordonnees: 1/+122). Ce fragment 
piovient du vecteur commercial pSLllSO (Pharmacia) digere par HindS, dte dans 
leqi^ est introduit ITTR fiibrique par PCR. avec des sites Ifind3 de chaque cote du 
fragment amplifie. On obtient dans Tordre suivant: rrR-Op2-TKpronL 

3- Construction du plasmid e pIC2QHyiTR>Op2Tk-E4 

15 Ce plasmide correspond au plasmide pIC20H/rrR>Op2Tk digere par Hind3, site dans 
lequd est insere le fragment Nhe-Xbal de PY6 contaiant la region E4 de TAdS. En ce 
qui conceme le plasmide pPY6» Q est obtenu selcm le {xotocole suivant : 

On prq)are un plasmide pPY2 a partir du plasmide pIC20H. plasmide pPY2 
conespond au donage du fragment Avr2-Sall (fflviron 1.3 kb incluant le promoteur 

20 du MMTV) du {dasmide pMSG (Pharmacia) entre les sites Xbal et Sail du plasmide 
pIC20H pr^iare a partir d*un ccmtexte E. coli dam+. Le plasmide pPY4 derive du 
plasmide pPY2 par deletion d*un fragment de 35 pb aprgs coupure par BamHl et Bgl2 
puis religature. Le plasmide pPY5 correspond au plasmide pIC20H dans lequel le 
fragmmt Taql*BgI2 incluant la region E4 de Fadenovirus de type 5 situee entre les 

25 positions 35576 (Taql) et 32490 (Bgl2), a 6t6 clon6 entre les sites ObI et BamHl. 
La region E4 du (riasmide pPY5 est done incluse dans un fragment EcoRV-Sphl que 
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Ton clone aprfis digesti(Bi paitidle entre les sites Smal el Sphl du plasmide pPV4, ce 
qui gen^ le plaanide i^Y6. 

4- Construction du plasmidft DlC20H/rrR-Op2Tk-E4-LS 

D est obtenu par digestion du plasmide pIC20H/ITR-Op2TIc-E4 par Kpnl et Xbal et 
5 insertion du fragment Kpnl-Xbcl de 3,1Kb de I'AdS (coordonnees : 33595-30470) 
omtenant toute la regirai L5. 

5- Constnictinn du plasmidft ffYqA.^ 

On diggre te plasnoide pIC20HrrrR-Op2nc-E4-L5 par Xbal et find pour rfcuperer le 
fragmaitcocresp(»idant qui parte dans ToFdre VTTR, Op2, le prcMnoteur Tk, E4 et L5. 
10 Ce fragment est insere dans les sites Xbal et Nrul du fdasmide pYG4 qui contient 
toute la sSquoice de I'adenovinis dqniis le ate Xbal jusqu'au ate Sphl. Ce {dasmide 
pYG4-EP est un vedeur pIC20H dans lequel le fragment ^hl-Xbal de I'AdS 
(coordonnfes: 25095-28590) est insere entre ses sites Sphl et Xbal. 

Ce vecteur pYG4-EP. delate de la r^on adfenovirale E3 possMe suffisament de 
15 sequences adenovirales entre les sites Sphl et Xbal pour permettte la lecombinaison 
complementaire de I'adlnovinis pour la production dSm adSnovinis lecombinanL 

6- Constructi on de I'adenQvinis racomhiniint 

EUe est lealis^e par cotransfection de cdhiles 293/retR-VP16. pc^a6es sdon 
rexm(de 3 ct-dessous. avec te (dasmide pYG4 lin&uris6 par (figestion SpM et avec 
20 I'adoDviisuI^-^ottun adenovirus pottantuntransgei^ 

SHI en prgsence ou non de tItaacycSae. On precede ensuite selon les techniques de 
virotogie dasaques pour la sglecti(» et Tamidification de I'adenovirus lecombinanL 
EXEMPLE2 

Constnictmn de I'adeno virus recombinant portant les genes rep-rap Ha I'AAV 
25 sous contriHe du promoteur OdZ/TIc: 
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1> Constniction du plasmide intefntyii^itr^ pXT 9^^; 

Ce plasmide intermediaire permet d*inlroduire im site EcoRI en aval de Op2-Tk. La 
presence rfiin site de restriction en cette position presente deux interets. D s^ a 
introduire ce pcomoteur en amont de rep-cap dpces avoir supfrime le promoteur p5 et 
5 . il pennet egalement d'ins^er ce promoteur hyl^de en amont de TetR*VP16 potir la 
preparation d*une Ugnee ceUulaiie 293 transformee oomme decrit en exemple 3 
ci-apres. 

Pour ce faire. le fdasmicte pIC20H/Op2-Tk, obtenu selon le protocole decrit en 
exemple 1, est digere par BamHI» traite par TADN polymerase de T4 pour rendre les 
10 extremites firanches puis redigere par EcoRV, le firagment provenant de cette digestion 
et portant le promoteur Op2-Tk est introduit au site EcoRV du plasmide comrr^rcial 
pBSSK+. L'orientation du fragment est selectionnee pour la presence dun site EcoRI 
en aval du promoteur. 

3- Intmduction d*un site EcoRI au niveau du -hi transcripttonnel de p5: 

15 Pour supprimer le promoteur p5, on introduit un site EcoRI au niveau du +1 
transcrqnionnel du promoteur p5 en amont de la sequence codante de Rep78 par la 
technique de PCR sur le plasmide pAV2 ( Laughlin C» Gene (1983), 23, 69-73). Cette 
reaction a ete realisee a Taide des oligonucleotides: 

SEQIDI>r6(seq5269): 5 ' GAATTCTTTTGAAGCGGGAGGTTTGAACGCG 3* 
20 EcoRI 

SBQIDPr7(seq5039): 5* CTCCATGTACCPGGCTGA 3' 

Le fragment ainsi genere a ete introduit dans pCRII (Invitiogen) pour dormer le 
I^asmide pMA4. La sequence nucleotidique de ce fragment a ete verif iee. 
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4- Construction du plasnride pMA6 portant la joncticm Op2-Tk-tq}-cap: 

Ce plasmide intermidiajfe pennet de foire la jonction du prcmioteur inductible avec 
rep. Les fragments Sall-EcoRI de pXL2630 et EooRI-NruI de pMA4 sont inttoduhs 
aux sites XhoKcooipatible avec Sail) et Nrul de pIC20R (Maidi et al.. Gene ^ 
5 (1984) 481) pour dcmnec plasmide pMA6. 

5- Construction du olasmide pCOl ffipire 7 EX9400fi) qui mntient la partie gatirhft 
de I'adenovirus Ad5 iusou'au site Hinfl (382). un mu ltisite de clnnape et le fragnriflnt 
Sau3A (3446) - Nnil f6316) de I'adenovirus Ad*; 

I- 

5-a / Construction du plasmide pCE 

10 Le fragment EcoRI-Xbal ccxrespondant a rextremite gauche du genome de 
Tadenovirus Ad5 a d'alxwd &e clone ^tre les sites EcoRI et Xbal du vecteur pIC19H 
(Marsh et al.. Gene 22 (1984) 481). Ced genere le plasmide pCA. Le plasmide pCA a 
ensuite ete coupe par Hinfl» ses extremintes 5* proeminentes ont ete rempUes par le 
firagment de Id&iow de FADN polymerase I de ELccdi, puis il a ete coupe par EcoRI. 

15 Le fragment ainsi genere du plasmide pCA qui contient Fextremite gauche du genome 
de Fadenovirus Ad5 a ensuite ete clone entre les sites EcoRI et Smal du vecteur 
pIC20H (Marsh et aL. Gene 32 (1984) 481). Ceci gen&e le plasmide pCB. Le 
plasmide pCB a ensuite etc coupe par EcoRI, ses extremites 5' proeminentes ont ete 
remplies par le fragment de Idenow de TADN polymerase I de E.coIi» puis il a ^ 

20 coupe par BamHL Le fragment ainsi genere du plasmide pCB qui contient Textiemite 
gauche du genome de I'adenovinis Ad5 a ensuite ete done entre les i^tes NntI ^ 
du vecteur pIC20H. Ced genere le plasmide pCE dont une caracteristique intoessante 
est quH possede les 382 premieres paires de bases de Tadenovirus Ad5 suivies d*un 
multisite declonage. 

25 5-b/ - Construction du plasmide pCD* 

Le fragment Sau3A (3346) - SstI (3645) et le fragment Ssfl (3645) - Narl (5519) du 
g^ome de Padenovirus Ad5 ont tout tfabord ete ligatures et clones entre les sites Qal 
et BamHI du vecteur pI(20H, ce qui genere le plasmide pPY53. Le fragment Sail- 
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TaqI du jdasmide pPY53 prepare k partir d* un contexte dain-» contenant la parde du 
^ome de I'adenovinis Ad5 ccmprise entre les sites Sau3A (3346) et TaqI (5207) a 
oisuite He done entie les sites Sail et CM du vecteur pIC20H. ce qui g^nSre le 
plasmide pCA*. Le firagment TaqI (5207) - Narl (5519) du genome de Fadenovirus 
5 Ad5 pc€par6 a partir d*im cMtexie dam- et ]e firagment Sall-TaqI du plasmide pCA' 
out ensuite ete ligatures et clones emre les sites Sail et Narl du vecteur pIC20H. Ced 
genere le jdasmide pCC- Le firagment Narl (5519) - Nrul (6316) du ^ome de 
Fadenovirus Ad5 prepare a partir d'un contexte dam- et le fragment Sall-Narl du 
plasmide pCC ont ensuite ^e ligatures et clones entre les sites Sail et Nnil du vecteur 
10 FIC20R. Ced genere le plasmide pCD\ 

5- c/- Canstniction du plasmide pCOl 

Una digestion partielle par Xhol puis une digestion complete par Sail du plasmide 
pCD' ^ere tm firagmrat de restriction qui contient la sequence de Tadaiovirus Ad5, 
du site Sau3A (3446) au site Nrul (6316). Ce fragment a ete clone dans le site Sail du 
15 plasmide pCE^Ceci genere le plasmide pCOL 

6- Construction de s plasmides pMA7 et pM Aft, 

Le firagment EcoRV-SnaBI de ptAAS portant Op2-Tk-rep<:ap-polyA^ FAAV 
(jusqu'au site SnaBI positi<Mi 4495 sur la sequence de I'AAV) est introduit au site 
EcoRV de pCOl dans les deux orientations par report a HTR de Fadenovirus. Les 
20 plasmides aiisi obtenus sont designes pMA7 (orientation de la cassette en sens inverse 
de ITm de Fadenovirus) ^ pM A8 (meme mentaticMi) . 

7- ConstnictiQn de radenovi nis recombinant portant Op2-Tk-rep-cap: 

Cette partie decrit la constructi<»i d'un adenovirus recombinant defectif portant la 
cassette Op2-'nc-rep-cap-polyA-Kle TAAV. Cat adenovirus est obtenu par 
25 co-trai^ecticm du fAasande pMA7 ou pMA8 avec xm vecteur adenoviral deficient, 
dans les c^ules helper (lignee 293) apportant en trans les fonctions codecs par les 
regions El (El A et ElB) rfadenovirus. 
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Plus predsement les ad§novinis AdMA7 et AdMAS ont && pr§par6s par 
recombinaison homologue in vivo entre radenovims AdRSVpgal et les plasmides 
pMA7 et pM A8 selon le protocole suivant: le plasmide pMA7 ou pMA8 linearise par 
Ndel et Tadenovirus AdRSVBgal linearise par Qal sont cotransfectes dans la lignee 
5 293 en presence de phosphate de caldtim pour pamettre la recombinaison^ Les 
adenovirus reccxnhinants ainsi generes sont selectionnes par purification sur plaque. 
Apes isolement, I'adenovirus recombinant est amplifie dans la lignee cellulaire 293» ce 
qui conduit a un sumageant de culture contenant Fadenovirus defectif recombinant non 
purifie ayant un titre d'environ 1010 pfuAnl. Pour la purification, les particules virales 
10 sont centrifugees sur gradient dechlorure de cesium selon les techniques connues (^^ 
notament Graham et al.. Virology 52 (1973)456). 

L'adenovirus AdMA7 ou AdMAS est conserve a -80^C dans 20 % glycerol. 

8 Construction de Fadenovirus lecomlnnant portant Op2 / Tk rq>-cap polyA4AAV 
dans la region E3: 

15 Cette partie decrit la construction d*im adenovirus recombinant delete pour El portant 
Op2:Tlc rq)cap polyA + AAV dans la region E3. 

Le {riasmide pMA28 contient toute la sequence de FAdCBl-, E3-) portant Op2:Tk 
repcap polyA + AAV dans la r&gion E3* n a ete construit par recombinaison dans 
ELCoIi en introduisant le plasmide pMA24 par exemple dans la souche C2110 
20 (pXL2638) (E1-, E3-) decrite dans la demande PCT/FR96/00215 incluse ici par 
reference. 

&1 CcHistnictioa du plasmide intermediaire pMA22 : 

Le firagment Xbal* Xbal du plsmide pMA7 portant Op2:Tk repcap polyA + AAV a 
ete introduit au site Xbal de pYG4-EP a la place de la region E3 de telle sorte que 
25 Op2:Tk repcap polyA + AAV soit dans Torientation inverse de celle de la region E3. 
Le palsmide ainsi construit est pMA22. 
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8.2 Construction du (dasmide pMA24 utilise pour effectuer la leoonibinaiscm dans 
Rcoli: 

le fragment Nhel-Spel de pMA22 cont^iant la cassette Op2:Tk repcap polyA + AAV 
flanqiffie des sequaices de 27082 a 28593 et de 3471 a 31509 de rAdenovirus a ete 
5 iitfioduite au site compatible du plasmide pXL2756 poxir gai&M^ le plasmicte pMA24 
pc^tant les regions necessaires a la recombinaison encadrant la cassette Op2:Tk r^ap 
polyA + AAV, le gene sacB de B. subtilis et le gene de resistance a la kanamycine. 

8.3 Construction de Tadenovirus recombinant portant Op2:Tk repcap polyA + AAV 
dans la region E3 : 

10 Elle a ete faite par recombinaison dans E. ooli en electroporant le plasmide pMA24 
dasn la souche C2110 (pXL2688) ou c2110 (pXL2789) en selectionnant un deuxidme 
evenement de reoombinaiscm sur milieu LB. sucrose, t^cydine. On obtient ainsi une 
soudie C2110 portant le plasmide pMA28. 

Ce plasmide a ensuite ete Iransfectg dans les cellules 293 a|»es digestion par Pad 

15 EXEMPLE3 

Construction de la lipnee productrice 293 Op2>Tk-TetR-VP16: 

Cette partie decrit la construction d*une lignee 293 portant integree dans son gpnome 
la cassette du transactivateur hybride TetR-VP16 sous le controle du promoteur Op2- 
Tic A cette fin, le jdasmide pMA2 a &te construit pour etablir une lignee par 

20 cotransfecticm de ce jdasmide pMA2 avec un plasmide pMSCV (Hawley et aL 
J.Exp.Med. (1993), voI176. 1149-1163) portant le gene de reastance a la ncOTaydne 
sous le ocmtrole du promoteur PGK (pho^^glyceratekinase). pMA2 est construit en 
inserrant le fragment Sall-EcoRI de pXL2630 entre les sites compatibles XhoI-EcoRI 
d'un plasmide pUHD17.1. Le plasmide pl}HD17.1 est un pla»ude comprenant les 

25 sequences codant pour un r^presseur de la tetracycline mut6 lie operatioanellement a 
la sequence VP16. Ce vecteur derive du vecteur pUHD15.1( H. Bujard ; FJtiJiS. 
U.SA. 1992, 89, 55476-5551) qui comprend la sequence du re{xesseur tetracycline 
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sauvage assodee aux 130 addes amines de resdr§mite C-temniiale du virus de ITieq^ 
simplex VPld UnfagmeiitXbal-Bco47rade 399 paiiesde bases cottespoodant aux 
addes amines 3 a 135 du tfepresseur de la ifittacydine mutfe est ediang&.contee te 
fragment de restriction conespondant de pUHD15.1 pour conduire I pUHD17.1. 

5 U Kgnee 293 OpZ-TTc-Tefll-VPie de finventicm a ete construite par co-transfection 
des cdlules dioisies en presenw de lAosphate de caldum. par les p^ 
pMSCV et une amsmiction codant pour le recq»teur aux glucocorticdJdes 
(Hollenbeig et al.. 1985). Plus pr&is6ment. les cellules de la Ugp6e 293 en boites de 
5cm de diametre ont ete transfeciees par 1 a 5 Mg de plasmide pMA2. 

10 Sftlartion des rinnes reastants a la genetjOPg 

Aprts transfection des cdhdes, celles d sont lavees, puis le milieu de culture 
(MEM. Sgma) supplemente en s6rum de voeu foetal (7 % final) est aj^^ 
cellules sont mises h incuber pendant 20 heures. Le lendemain, on sfelectioraie ks 
ceUules en presence de gBneticineG418 (Gibco-BRL. life Technologies) a la 

15 concentration effective de 400 mg/LUg^naicine est changee tons kstrois jours et 

les clones sSectioonables apparaissent aprte environ 3 semaines. Quand toutes les 
odlules non transfectees sont moctes. seules les oeUules ayant inserfe le gSne de 
resistance subsistent « se divisent pour gSnfirer des dones ceUulaires. Quand les 
clones ceiiulaiies sont suffisamment gres pour etre visiUes a roefl nu, ils sont 
individueUement transf&er dans ks pdts de culture dune plaque de culture "24 
trous". Chacjue clone est ensuileprogressivementamplifife en presence degenetidn^ 
tfabotd dans les puits d-nne plaque de culture "12 trous". puis "6 trous" pour etre 
ensuite amplifie en botes de culture ceUulaires. Chaque done cdluUrire est alois 
conserve] 



20 



25 Un certain nombre de dones ont &e isolfe, ampUf ies et selectionnSs pour ieur 

capadti i exprimer un g$ne reporter par exemple lacZ sous controle du promoteur 
Op2-Tk apres addition tfune concentration approprite de tfetnicydine. Le plasmide 
utilise est pN4A9 et a 6te construit par introduction tfun fragment StuI-BamHI de 
pRSVgallX portant la sequence codant pour la B-galactosidase d-E-coli et un signal de 
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localisation nudeaite dans le ptoide pMA2 ptfedaWement linearise par EcoM; traite 
k 1' ADN polymerase du bacteriophage T4 pour tendre ses extefenites franches puis 
redigere par BamHI. 

Panni ces clones, ceux pennettant «ne expression oonditioiuieUe de rep-cap porte par 
radfinovinis decrit prfc&temment et pennettant la production d^AAV a des tiires 
aeves ont ete utilises comine lignfie productrice. 
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USTE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES: 

5 

Ci) DEPOSANT: 

(A) nOHz RHONE FOULENC RORER S.A. 

(B) ROE: 20, Avenue Raymond Aron 

(C) VTT.T.K: ANTONY 
10 (E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: ?2^65 

(G) TELEPHCHIE: 40.91.69.22 

(H) TELECOPIE: (1) 40.91-72.96 

15 (ii) TITRE DE L' INVENTION: 

UTILISATION EN THERAPIE GENIQUE 

(ili) NOMKUS OE SEQUENCES: 8 

20 (iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentin Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 

25 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: .1 : 

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
30 (A) LONGUEUR: 61 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

35 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1 : 




GAGGCCACGC GTCACCTTAA TATGCGAAGT GGACCTCGGA 60 

61 



(3) INFORMATIONS POCKt LA SEQ ID NO: 2: 

45 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 64 paires de bases 

(B) TYPE: nucltetide 

(C) NOMBRE DE BRINS: Simple 
50 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



55 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
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AGATCTGCGG TCCGAGGTCC AOTTCGCATA TTAAGGTGAC CGTGGCCTCG ACACCGAGCG 60 
ACCG 64 

(4) INFORMATIC»IS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

5 

(i) CARACTERISTIQOES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 67 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRXNS: simple 
10 (D) CONFIGURATION: lln^alre 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
15 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

CGATACTTTT CTCTATCACT GATAGGGAGT GGTCTCGAGA CTTTTCTCTA CACTGATAGG 60 
GAGTGGT 67 



20 



(5) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
25 (A) LC^GUEUR: 75 paares de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NC^RE DE BRINS: Simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

30 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESOaPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

35 CGCAGATCTA CCACTCCCTA TCAGTGATAG AGAAAAGTCT CGAGACCACT CCCTATCAGT 60 
GATAGAGAAA AGTAT 75 



40 (6) INFORMATimS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 141 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

45 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFI(;URATION: lin^ire 



(11) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



50 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

ATCGATACTT TTCTCTATCA CTGATAGGGA GTGGTCTCGA GACTTTTCTC TATCACTGAT 60 
AGGGAGTGGT AGATCTGCGG TCCGAGGTCC ACTTCGCATA TTAAGGTGAC GCGTGGCCTC 120 
5 GAACACCGAG CGACCGGATC C 141 



10 (7) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 31 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

15 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^ire 



20 



25 



35 



40 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE; SEQ ID NO: 6: 
GAATTCTTTT GAAGCGGGAG GTTTGAACGC G 31 

(8) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 
30 (B) TYPEr nucl^tide 

(C) HOmRE DE BRINS: simple 

(D) CCttlFIGURATIC»l: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTK^ DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
CTCCAT(3TAC CTGGCTGA 18 

(9) INFOIWATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
45 (A) LONGUEUR: 206 acides eunin^s 

(B) TYPE: acides amines 

(C) NC»<BRE DE BRINS: simple 

(D) CONFK^URATION: lineaire 
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25 



40 



40 

(ii) TYPE DE MOLECOLE: prot§ine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 



Met Ser Arg Leu Asp Lys Ser Lys Val He Asn Ser Ala Leu Glu Leu 
15 10 15 

Leu Asn Glu Val Gly Xle Glu Gly Leu Thr Thr Arg Lys Leu Ala Gin 
20 25 30 



Leu Leu Gly Val Glu Gin Pro Thr Leu Tyr Trp His Val Lys Asn Lys 
15 35 40 45 

, Arg Ala Leu Leu Asp Ala Leu Ala He Glu Met Leu Asp Arg His Thr 
50 55 60 

20 His Phe Cys Pro Leu Lys Gly Glu Ser Trp Gin Asp Phe Leu Arg Asn 

65 70 75 80 



Asn Ala Lys Ser Phe Arg Cys Ala Leu Leu Ser His Arg Asn Gly Ala 
85 90 95 

Lys Val His Ser Glu Thr Arg Pro Thr Glu Lys Gin Tyr Glu Thr Leu 
100 105 110 



Glu Asn Gin Leu Ala Phe Leu Cys Gin Gin Gly Phe Ser Leu Glu Asn 
30 115 120 125 

Ala Leu Tyr Ala Leu Ser Ala Val Gly His Phe Thr Leu Gly Cys Val 
130 135 140 

35 Leu Glu Asp Gin Glu His Gin Val Ala Lys Glu Glu Arg Glu Thr Pro 

145 150 155 160 



Thr Thr Asp Ser Met Pro Pro Leu Leu Arg Gin Ala He Glu Leu Phe 
165 170 175 

Asp His Gin Gly Ala Glu Pro Ala Phe Leii Phe Gly Leu Glu Leu He 
180 185 190 



He Cys Gly Leu Glu Lys Gin Leu Lys Cys Glu Ser Gly Ser 
45 195 200 205 
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REVENDICATIONS 

1. Adenovirus recomlmiant dans lequel Texixession d'au moins un g&ie 
d'origine virale» homologue ou hetgrologue, est placee sous contidle d*un promoteur 
inducdUe. 

5 Z Adenovirus reccHnbinant selon la levendication 1 caracterise en ce que 

le promoteur inductible est choisi paixni les fromoteurs repondant a des metaux 
lounis» a des chocs tiiemuques» i des hormones ou a la tetracycline. 

. 3. Adenovirus seion la revendication 1 ou 2 caracterise en ce qu*il s*agit 
d'un promoteur inducdble par la tetracycline ou un de ses analogues. 

10 4. Adenovirus selon la revendication 3 caracterise en ce que le promoteur 

inductible par la tetracycline comprmd un promoteur minimal assode 
operatiomidlement a une sequence de regulation compraiant au moins un operateur 
de la tetracycline. 

5. Adenovirus selon la revendication 4 caracterise en ce que la sequence 
15 de regulation compcend au moins deux operateurs de la tetracycline. 

6. Adenovirus selon la revendication 4 ou 5 caracterise en ce que la 
sequence de regulation e^ ie{Hesentee en tout ou partie par la SEQ ID N** 3, la SEQ 
ID N^4 ou I'un de leurs derives. 

7. Adgnovirusrecombinantsdonl^edesrevendications4& 6 caracterise 
20 en ce que lepccmoteur minimal derive duCMVhumain. 

8. Adenovirus reccmilxnant selcxi IHine des revendications 4 a 7 caracterise 
en ce que le promoteur minimal ccnrespond i la region comprise entre les nucleotides 
+75 i -53 ou +75 Sl -31 du promoteur CMV humain. 

9. Adenovirus recombinant selon Tune des revendications 4 a 6 caracterise 
25 en ce que le promoteur est un prc»noteur» homologue ou h6terologue du g^e viral» 
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mute de manieie a etre inequable d*assurer seid ^ 
qu'ilconttdle. 

10. Adenovirus selon la revendkation 9 caiacterise en ce que le {Homoteur 
minimal derive d*un promoteurhomologite du viral considere. 

5 11. Adenovirus selon la revendication 9 caracterise en ce que le promoteur 

minimal derive du promoteur de la thymidine kinase du Virus Herpes Simplex. 

12. Adenovirus selon la revendication 11 caracterise en ce que le 
promoteur minimal est represente en tout ou partie par la SEQ ID N^l ou la SEQ ID 
N*^ ou I'un de leurs derives. 

10 13. Adenovirus selon Tune des revendications 4 a 12 caracteris6 en ce que 

le promoteur minimal est place en amont du ^e viral a transcrire» en substitution ou 
non (te son prqsre promoteur. 

14. Adenovirus selon Tune des revendications 4 a 13 caracterise en ce qu'U 
comprend outre ledit promoteur minimal, le propre promoteur du gene viral considere 

15 mais sous une forme inactiveeounonfonctionnelle. 

15. Adenovirus selcvi Tune des revradications 4 a 14 caracterise en ce que 
la sequence de relation est placee en amont du promoteur minimal. 

16. Ac^novinis seioti Vtaie des revendications 4 a 14 caractaris6 en ce que 
la sequence deregulaticm est fdaceeoi aval du gene viral considere. 

20 17. Adenovirus sdon la revendication 16 caracterise en ce que la sequence 

de regulation est directement liee ou non au gene viral considere. 

18. Adenovirus selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce 
que le pPMnoteur inductible est represente par Op2/Tt 
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19. Adenovirus selon Fune des levendicationsl a 6 ou 9 a 18 caracterise en 
ce que le promoteur indwrdble est lepresente en tout ou partie par la SEQ ID 5 ou 
run deses derives. 

20. Ad&iovinis recomlmiant selon I'une des revendications precedentes 
5 comprenant au moins un gene homologue dont I'acpression est placee sous controle 

d'un promoteur inductible. 

21. Adenovirus reccHnbinant selon Tune des revendications precedrates 
ccmqvenant au moins un gene hcxnologue dont Fex^xession est placee sous controle 

£ 

dSm promoteur inductible par la tetracycline ou un de ses analogues. 

10 22. Adenovirus reocnnhinant sekm la revendication 20 ou 21 caracterise en 

ce qu'U s*agit de tout ou partie dune regicm genomique dudit adenovirus, essentidle a 
sa replication et/ou sa propagation. 

23. Adenovirus reoxnbinant seicm la revendication 22 caracterise en ce que 
la rggion essentieile a sa replication et/ou sa propagation est didsie parnii tout ou 

15 partie de la region E4,E2 la iegtQnIVa2 et/ou lar§gionL5. 

24. Adenovirus reccnnlAnant selon la revendication 23 caracterise en ce que 
la region E2 est representee par un firagment choisi parmi les fragments correspondant 
a I'ADNc de la 72K, I'ADNc de la polymerase de 140K et r ADNc de la protetne 
pre^-terminale de 87KL 

20 25. Adenovirus recomlnnant selon la revendication 23 caracterise en ce que 

la region E4 est representee par le fragment Taq 1 -Bgl2 correspcmdant aux nucleotides 
35576-32490. 

26. Adenovirus reccmbinant selon la revendication 23 caracterise en ce que 
la region E4 est representee par au moins la ptiBse codante 0RF6. 
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27. Adenovirus reoombinant selon la revendication 23 ou 25 caracterise en 
ce que la region E4 est lepiesentee par le fragment BgI2 ccnnpris entre les positions 
341 15 a 32490 contenant les sequences de 0RF6 et 0RF7. 

28. Adenovirus leccmihinant sdon la revendication 23 caracterise en ce que 
5 la regicm codant pour IVa2 est constitute d*un fragment choi^ panni les fragments 

Bgin-Nrul conqnienant les nucleotides 3328 Si 6316, Dral- NIalQ correqxHidant aux 
nul6otides 4029 a 5719 et Dral-Xhol correspondant au fragment 4029 a 5788, sur la 
sequence de I'adgnovinis Ad5. 

29. Adenovirus recombinant selon Tune des revendications 1 a 23 et 25 a 
10 27 caractarise en ce qu'il porte deletion de tout ou partie du gene El et possede la 

region E4, en tout ou partie, sous controle d*un promoteur inductible Op2/Tk. 

30. Adenovirus recomUnant selon Tune des revendications 1 k 2A 
caracterise en ce qu*il porte une d36tion de tout ou partie du gene El et possede la 
regicm E2, en tout ou partie, sous controle d'un promoteur indiictible Op2^^ 

15 31. Adenovirus recombinant selon l^e des revendications 1 a 27 et 29 

caracterise en ce qu^il porte une delSdon de tout ou partie des genes El et E2 et 
possede la regioi E4, en tout ou partie, sous controle d*un promoteur inductible 
Op2^ 

32. Adenovirus recombinant selon Tune des revendications 1 a 27 et 30 
20 caracterise en ce qu'il porte une deletion de tout ou partie des ggnes El et E4 et 

possede la r^oa E2, en tout ou partie, sous ccmtrole d*un promoteur inductible 
Op2/Tlc 

33. Adenovirus recombinant selon Tune des revendications 20 a 32 
caracterise en ce que la region placee sous controle d*un promoteur Op2/Tk est 

25 depourvue de son propre promoteur. 
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34. Adenovirus recombiftant seHon hme , des levendications 20 a 33 
caractecise en ce qu'fl oomporte en outre une sequence d*acides nucleiques oodant pour 
un ou plusieurs goies therapeutiques. 

35. Adenovirus recombinant selon la revendication 34 caractense en ce que 
5 ladite sequence d'addes nudeiques est prfesoite au niveau des r§gion El» E3 ou E4» en 

supplement ou en remplacement de sequences del^ees. 

36. Adenovirus recombinant selon Tune des revendications 1 a 19 
comprenant au moins un gene heterologue d*origine virale dont Texpession est placee 
sous controle d*un promoteur inductible. 

10 37. Adenovirus recombinant selon Tune des revendications 1 a 19 et 36 

comprenant au moins un gene heterologue d*origine virale dont Texpression est placee 
sous controle d'un promoteur inductible par la tetracycline ou un de ses analogues. 

38. Adenovirus reccxntnnant selon la revendication 36 ou 37 caract&ise en 
ce que le gene est ou c^ve d'un g^ne du genome d'un virus adeno-associes (AAV) ou 

15 undeseshc»nolcguesfonctionnels. 

39. Adenovirus recombinant selon la revendication 38 caracterise en ce qu*il 
s*agit tfun gene rqxesentant les fbnctions d'encapsidation d'lm virus adeno-assodes- 
(AAV). 

40. Adenovirus reccmibinant selon Tune des revendications 36 a 39 
20 caracterise en ce qu'il ccxnprend Texpression des genes rep et/ou £ap d' AAV ou un de 

leurs homologues sous contr^e d*tm promoteur inductible. 

41. Adenovirus recombinant selon I'une des revendications 36 a 40 
caracterise en ce qu'il porte une cassette d'expression Op2/Tk-rep:iap. 

42. . Adenovirus reccmibinant selon la revendication 41 caracterise en ce que 
25 le promoteur (>p2^ remplace le promoteur p5 d'origine. 
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43. Adenovirus cecombinam sAon Pune des levendications 36 a 42 
caractmse en ce que le gene heterologue d*<xigme virale et le piomoteur inductible 
sont {xes^its au niveau des region El du genoone dudit adenovirus, en supplement ou 
en reniplacementde sequences delelees. 

5 44* Adenovirus reocxnlnnant selon l\ine des revendications prec^dentes 

caracl&rfeeencequ'ilconipre n dsesriR et une sequence permettant Tencapsidatian. 

45. Ad^ovirus recombinant selon Vune des revendications {xecedentes 
dans lequel au moins la region El est non f cxictionnelle. 

46. Adenovirus recombinant selon Tune des revendication precedentes 
10 caracterise en ce que le genome d*adenovirus est d*origine humaine, animale» ou mixte. 

47. Adenovirus recombinant selcm la revendication 46 caracterise en ce que 
les adenovirus d*origine humaine sont choisis parmi ceux classes dans le groupe C» de 
pr^erencepanni les adenovirus detype 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5). 

48. Ad&iovirus recombinant selon la revendication 47 caracterise en ce que 
15 les adenovirus tforigine anunate sont choias parmi les adenovirus d*origine canine, 

bovine, murine, ovine, porcine, aviaire et simienne. 

49. Utilisatkm dun adenovirus recombmant comprenant au moins un gene 
d*origine AAV sous contrdie dW promoteur inductible a la tetracycline pour la 
preparation d* AA V. 

20 50. Procede de pr^)aration rfAAV caracterise en ce qu'il comprwid la co- 

transfection, en presence de tetracycline ou tm de ses analogues, d*ime lignee cellulaire, 
comprenant dans son genome la cassette d*expression d*un activateur de transcription, 
avec un adenovirus comprenant au moins im gene rforigine AAV sous controle d'un 
promoteur inductible a la tetracycline et soit un virus recombinant derive de I'AAV ou 

25 un plasmide d'encapsidatim, portant un transgene entre les ITR de T AAV. 
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51. Ptoogde sekm la leveodkration 50 caiacterise en ce que radenovirus 
comprend les genes rep et cap sous controle d'un promoteur inducdble a la 
tetracycline. 

52. Pkrocede sdon la revendicatton 50 ou 51 caracterise en ce que la 
5 productiond*AAVest induitepar la presence d*une quantite suffisante de t§tiacydine 

ou un de ses analogues. 

53. Precede selon Tune des revendications 50 a 52 caracterise en ce que la 
lignee cellulaire tranrfonnee derive de la lignee 293. 

54. Procede selon la levendication 53 caracterise en ce qu^il s'agit tfune 
10 lignee oellulaiie 293 comportant dans son genome la cassette d*e:q)ression d'un 

activateur de transcription ccmstitu§ d*un premier polypeptide capable de se lier» en 
presence de tetracycline ou un de ses analogues, i la sequence de regulation du 
promoteur inductible present dans Fadmovinis, associe a tm second polypeptide qui 
active la transcriptiQn. 

15 55. Pinoc^de selon la revendication 54 caracterise en ce que le premier 

polypeptide est un represseur de type sauvage de la t^racycline mute de maniece i hii 
oonfi§rer la capadte de se lier a la sequence de r&gulation dudit promoteur inductible 
uniqueinent en presence de t^tracTciine ou un de ses analogues. 

56. Prooed6 selon la revendication 55 caracterise en ce que la mutation est 
20 une d&^km, substitution ^ou del^on d*au moins un acide amine de la sequence 

codant pour un rqxesseur tetracycline de type sauvage. 

57. Pirocede selon la revendication 55 ou 56 caracterise en ce que le 
represseur tetracycline mute est le represseur sauvage TnlO mute en au moins un de 
ses acides amines localises en position 71, 95, 101 ou 102. 

25 58. Procede selon Tune des revendications 54 a 57 caracterise en ce qu*il 

Skagit du r^»esseur tetracycline represente en tout ou partie en SBQ ID N^. 
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59. Froced6 sdon fune des revendicatiQiis 54 a 58 caracterise ea ce que le 
second polypeptide comprend le dcmaine deactivation de transcription d*une proteine. 

60. Proc6de sdoa la levendication 59 caract^s6 en ce qu'il s*agit de la 
prot^e virion 16, VP16. du HSV. 

5 61. Procede sdoii Vme des tevendications 50 a 60 caracterise en ce que la 

cass^ d*e?q)ression dudit activateur de transcription compr^ un promoteur 
indixrtible a la tetracycline ou Fun de ses analogues. 

' , 62. Procede selon Tune des revendications 50 a 61 caract&rise en ce qu'il 
met en oeuvre une lignee cellulaire 293 integrant dans son g^ome la cassette 
10 d'expression Op2^-TetR-VP16. 

63. Ligpee odiulaire caracter^ en oe qu'il s^agit d'une lignee 293 int^rant 
dans son genome une cass^te d'e^qiression activateur de transcription tel que 
defini en revendications 54 a 60. 

64. Lignee oellulatie selon la revendication 63 caracterisee en ce qu*elle 
15 integre dans scm ggnome la cassette d'eqxessicm Op2/Tk-TetR-VP16. 

65. Utilisation d*une lignee cellulaire selon la revendicatioii 63 ou 64 pour 
prodiiire des adenovirus ou des AAV. 

66. Pjcocede de production d*adenovinis selon IHine des revendicati<»is 1 a 
35 caracterise en ce qull cataptead la co-transf ection d'tme lignee cellulaire portant en 

20 trans les fonctions necessaires a la complementation de rad^novirus et un activateur de 
transcription Id qim dSfini en levendicaticm 54 a 60. 

- un premier ADN co mpr enant la partie gauche du g§nome dudit adenovirus, 
possedant une dgl§tion dans la region El, et 

- un seccHid ADN conqsrenant au moins la partie droite du g§nome dudit 
25 adenovirus, possedant au moins une region essentieDe i sa replication sous controle 

dun promoteur inductible a la tetracycline, et une partie commune a celle du premier 
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ADN» en presence de tetracycline ou un de ses analogues, et on recupgre ks 
adenovirus produits par recomlnnaison. 

67. Pjrocede selon la revendication 66 caractSrise en ce que le pcexnier ou le 
second ADN porte en outre une sequence d' ADN heterologue d*int§ret 

5 68. Conq>osition |diannaceutique comprenant au moins un adenovirus 

recombinant selon Tune des revendications 1 a 35. 

69. Composition pharmaceutique selon la revendication 68 comprenant un 
vehicule pharmaceutiquenneiit acceptable pour une formulation injectable. 

70. Promoteur inducible a la tetracycline caracterise en ce qu'il s'agit de 
10 rOp2/Tk. 

71. Promoteur selon la revendication 70 caracterise en ce que la sequence 
Op2/Tk est representee en tout ou partie par la SEQ n> N** 5. 
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